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RESUMO 
A mastite bovina é uma patologia frequente e que mais causa prejuízos econômicos à 
indústria leiteira, sendo o uso de antimicrobianos a principal ferramenta para o tratamento. O 
insucesso dos tratamentos com antimicrobianos existentes diante de bactérias multirresistentes 
está cada vez mais comum o que torna urgente a busca por novos fármacos eficazes contra os 
patógenos da mastite. Os microrganismos e as plantas são fontes promissoras de produtos 
naturais com ação antibacteriana. Assim, o objetivo desta tese foi buscar produtos naturais 
com atividade antibacteriana e avaliar o potencial para serem utilizados no tratamento da 
mastite bovina. No período de 2010-2015, mais de 50 moléculas antibacterianas produzidas 
por bactérias obtidas de substratos marinhos foram relatadas na literatura. Entre elas, 
anthracimycin, kocurin, macrolactins A1 e B1, gageotetrins A−C e gageomacrolactins 1−3 
são exemplos de moléculas com atividade antibacteriana promissora e que podem ser 
investigadas para o desenvolvimento de novos medicamentos. Localizado no centro do 
oceano Atlântico, o Arquipélago São Pedro e São Paulo (ASPSP) é um local com 
características únicas e que pode oferecer uma ampla biodiversidade pouco estudada. 
Microrganismos isolados de esponjas marinhas coletadas nas proximidades do ASPSP 
produziram metabólitos secundários com atividade potencial contra Staphylococcus aureus 
resistentes à meticilina (MRSA). Um destes foi o fungo Acremonium camptosporum, um 
microrganismo ubíquo, isolado pela primeira vez da esponja Aplysina fulva. A análise por 
espectrometria de massas (UPLC-ESI-MS/MS) do extrato deste fungo revelou a presença de 
diversas acremonidins e acremoxanthones. Esses compostos são conhecidos por apresentarem 
alta citotoxicidade, portanto, não foram considerados bons candidatos para serem utilizados 
em formulações veterinárias. No entanto, verificou-se que as moléculas produzidas pelo A. 
camptosporum podem ter um papel fundamental tanto na defesa da esponja quanto do próprio 
fungo. Por outro lado, os óleos essenciais são conhecidos por suas diversificadas propriedades 
biológicas. Assim, o óleo essencial (OE) de Baccharis dracunculifolia foi submetido a um 
fracionamento por flash cromatografia, tendo-se obtido frações contendo alto teor de seus 
compostos majoritários, trans-nerolidol (91,47% — 96,14%) e spathulenol (78,63 — 
84,89%). O OE e as frações trans-nerolidol e spathulenol inibiram o crescimento de linhagens 
de S. aureus (MIC90= 375 µg mL
-1
) e Streptococcus agalactiae (MIC90= 187.5 µg mL
-1
) 
isolados do leite de animais com mastite bovina. Contudo, nas concentrações mínimas 
inibitórias dos patógenos, essas amostras mostraram redução de mais de 50% da viabilidade 
das células epiteliais mamárias de bovinos (MAC-T) e de queratinócitos (HaCaT). Portanto, 
não são recomendados para serem utilizados em formulações para o tratamento de mastite 
nessas concentrações. No entanto, os compostos trans-nerolidol e spathulenol apresentam 
outras propriedades farmacológicas relatadas na literatura e que podem ser investigadas com a 
finalidade de prevenir e/ou auxiliar no tratamento da mastite bovina. 
Palavras-chave: Acremonium camptosporum, antibacterianos, Aplysina fulva, Baccharis 
dracunculifolia, esponja marinha, metabólitos secundários, óleos essenciais. 
 
ABSTRACT 
Bovine mastitis is a frequent pathology that causes high economic negative impact to the 
dairy industry. Antimicrobials are the main tool to treat this disease. The failure of existing 
antimicrobial treatments against multidrug resistant bacteria is increasingly common, making 
the search for new drugs effective against mastitis pathogens more urgent. Microorganisms 
and plants are promising sources of natural products with antibacterial action. Thus, the aim 
of this thesis was to search for natural products with antibacterial activity and to evaluate their 
potential use in the bovine mastitis treatment. In the period of 2010-2015, there were reported 
in the literature more than 50 antibacterial molecules obtained from marine substrates. Among 
them, anthracimycin, kocurin, macrolactins A1 and B1, gageotetrins A-C and 
gageomacrolactins 1-3 are examples of molecules with promising antibacterial activity and 
that could be investigated for the development of new drugs. Located at mid-Atlantic Ocean, 
the São Pedro and São Paulo Archipelago (ASPSP) is a place with unique characteristics that 
could offer a wide biodiversity, nevertheless it has been little studied. Microorganisms 
isolated from marine sponges collected around the ASPSP produced secondary metabolites 
with potential activity against methicillin-resistant Staphylococcus aureus (MRSA). One of 
them was the fungus Acremonium camptosporum, a ubiquitous microorganism isolated for the 
first time from the sponge Aplysina fulva. Mass spectra data obtained by UPLC-ESI-MS/MS 
revealed the presence of several acremonidins and acremoxanthones in the mycelial extract. 
These compounds are known to present high cytotoxicity, therefore, they were not considered 
as candidates to be used in veterinary formulations. However, it was verified that the 
molecules produced by A. camptosporum might play a fundamental role in the defense of the 
sponge, as well as of the fungus itself. On the other hand, essential oils are known for their 
diverse biological properties. Thus, the essential oil (EO) from Baccharis dracunculifolia was 
subjected to a flash chromatography fractionation, obtaining fractions with high content of its 
major compounds, trans-nerolidol (91.47 - 96.14%) and spathulenol (78.63 - 84.89%). The 
EO and the trans-nerolidol and spathulenol fractions inhibited the growth of several S. aureus 
(MIC90 = 375 μg mL
-1
) and Streptococcus agalactiae (MIC90 = 187.5 μg mL
-1
) isolated from 
milk of animals with bovine mastitis. However, at the minimal inhibitory concentrations, 
these samples showed a decrease of more than 50% of bovine mammary epithelial cells 
(MAC-T) and keratinocytes (HaCaT) viability. Therefore, they are not recommended to be 
used at such concentrations in formulations intended for mastitis treatment purposes. 
Nevertheless, other pharmacological properties of trans-nerolidol and spathulenol were 
previously reported and could be investigated for preventing purposes and/or as adjuvant in 
the bovine mastitis treatment. 
Keywords: Acremonium camptosporum, antibacterial, Aplysina fulva, Baccharis 
dracunculifolia, marine sponge, secondary metabolites, essential oils. 
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Atualmente, existem aproximadamente 7,5 bilhões de pessoas no mundo, e 
projeções indicam que este número pode aumentar para mais de um terço até 2050 (FAO, 
2009). O leite é consumido por bilhões de pessoas no mundo e é considerado um dos 
alimentos mais completos da natureza. Apresenta uma composição rica em proteínas, 
vitaminas, gorduras, carboidratos, sais minerais e água, que conferem a este alimento um alto 
valor nutricional, sendo essencial aos seres humanos, especialmente às crianças e aos idosos 
(MUEHLHOFF; BENNETT; MCMAHON, 2013). Estima-se que a média global de consumo 
per capita de leite e derivados é de 100 kg por ano, com algumas diferenças significantes 
observadas entre diferentes países (FAO, 2010). A população de alguns países da Europa e da 
América do Norte tem consumo per capita de cerca de 300 kg por ano, enquanto que em 
países da África e Ásia o consumo per capita pode chegar a menos de 30 kg por ano (FAO, 
2010). 
Além do seu alto valor nutricional, o leite também apresenta grande importância 
para a economia mundial, visto que o constante crescimento populacional tem estimulado o 
aumento na demanda da produção de alimentos. Nas últimas três décadas, a produção mundial 
de leite aumentou mais de 50%, sendo produzidos cerca de 659 milhões de toneladas no ano 
de 2016 (FAO, 2018). Dentro do cenário mundial, o Brasil recebeu destaque entre os países 
com maior produção com, aproximadamente, 33,6 milhões de toneladas produzidas (FAO, 
2018). O Brasil tem grande potencial para aumentar a produção e alterar o seu panorama de 
importador para exportador de produtos lácteos. Recentemente, o Ministério da Agricultura, 
Pecuária e Abastecimento (MAPA) divulgou que o Brasil passou a exportar leite e derivados 
para o Japão, um dos maiores importadores de produtos lácteos (MAPA, 2017). 
Os consumidores estão se tornando cada vez mais conscientes na escolha dos 
alimentos, exigindo produtos seguros e com qualidade. Muitos consumidores estão dispostos 
até a pagar prêmios pela redução de riscos à saúde por doenças transmitidas por alimentos 
(YU; NEAL; SIRSAT, 2018). Os programas de incentivo com pagamentos por qualidade do 
leite têm motivado grandes produtores a reduzirem a Contagem de Células Somáticas (CCS) e 
contagem bacteriana no leite cru, o que tem melhorado a qualidade dos produtos lácteos 
(BARBANO, 2017). Além disso, com o objetivo de garantir a saúde, segurança e bem-estar 
dos animais, humanos e a sustentabilidade ambiental, boas práticas de produção de laticínios 
têm sido recomendadas, entre elas, estão as diretamente relacionadas à saúde animal e higiene 
de ordenha (FAO; IDF, 2011). No entanto, apesar dos esforços para satisfazer as mais altas 
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expectativas de segurança e qualidade exigidas pelos consumidores, ainda existem grandes 
dificuldades para extinguir dos rebanhos leiteiros algumas doenças que causam essas 
preocupações. 
A mastite bovina é uma doença altamente prevalente nos rebanhos leiteiros do 
mundo (RUEGG, 2017). É caracterizada por um processo inflamatório que ocorre na glândula 
mamária, principalmente devido às infecções bacterianas. Durante esse processo de 
inflamação, ocorrem alterações na composição do leite e efeitos que são prejudiciais para a 
saúde e bem-estar do animal, reduzindo a qualidade e quantidade de leite produzido 
(PAIXÃO et al., 2017; RUEGG, 2017). Assim, prejuízos econômicos nos diversos segmentos 
da indústria leiteira são observados como consequência das reduções na qualidade e 
rendimento de leite produzido, bem como devido aos custos adicionais com o tratamento, o 
descarte do leite de animais afetados, suporte veterinário e morte do animal (GOMES; 
HENRIQUES, 2015). 
O tratamento e a prevenção da mastite são responsáveis pela maioria dos 
antimicrobianos administrados em vacas leiteiras (KUIPERS; KOOPS; WEMMENHOVE, 
2016; PEREYRA et al., 2015). Todavia, o alto consumo de antimicrobianos em animais 
produtores de alimentos tem causado grande preocupação devido à emergência de 
microrganismos resistentes a estes medicamentos (AIDARA-KANE et al., 2018; ROBINSON 
et al., 2015). Bactérias resistentes, que causam infecções em animais, podem ser transmitidas 
aos seres humanos através do meio ambiente, alimentos e por contato dos trabalhadores rurais 
(VAN BOECKEL et al., 2015). 
A resistência bacteriana tem sido amplamente relatada em patógenos associados à 
mastite bovina (GUIMARÃES et al., 2017; KACZOREK et al., 2017; MELLO et al., 2017; 
WANG et al., 2016). Além disso, alguns patógenos que causam a mastite são capazes de 
residir de forma intracelular na glândula mamária (BOUCHARD et al., 2013; DOGAN et al., 
2006; TAMILSELVAM et al., 2006), formar abcessos e/ou biofilmes, o que dificulta ainda 
mais a ação dos antibióticos e resulta em baixas taxas de cura dos animais (CUCARELLA; 
SOLANO; VALLE, 2001; GOMES; HENRIQUES, 2015). No entanto, apesar das grandes 
dificuldades encontradas no tratamento da mastite, o uso de antibióticos continua sendo uma 
importante ferramenta para o controle da mastite.  
A natureza tem demonstrado ser uma ótima fonte de compostos, com 
diversificadas propriedades biológicas (NEWMAN; CRAGG, 2016). Cerca de 30% dos 
medicamentos existentes são derivados de produtos naturais, especialmente de 
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microrganismos e plantas (DUTRA et al., 2016). Neste contexto, o Brasil detém uma das 
maiores biodiversidades do mundo, apresentando recursos naturais ainda não explorados e 
que podem servir como fontes de novos compostos antibacterianos (SIBBR, 2018). 
Os oceanos englobam mais de 70% da superfície terrestre, representando um 
enorme recurso para a descoberta de agentes antimicrobianos. Dentro deste universo, o 
Arquipélago São Pedro e São Paulo (ASPSP), formado por ilhas rochosas localizadas em uma 
extensa área oceânica pertencente ao Brasil, destaca-se por ser um local remoto, com 
características únicas e com uma biodiversidade ampla e pouco estudada (VIANA et al., 
2017). A posição geográfica estratégica confere ao ASPSP um grande significado ecológico, 
por ser uma rota migratória de várias espécies de peixes, aves marinhas, tartarugas, além de 
ter uma rica diversidade de algas, corais, moluscos e esponjas, entre outros (VIANA et al., 
2017). As esponjas marinhas são animais invertebrados sésseis conhecidos por abrigarem em 
seus tecidos um grande número de microrganismos. Estes têm capacidade de produzir um 
amplo arsenal de metabólitos secundários que são fundamentais para a defesa do animal 
marinho, protegendo-o contra competidores e predadores (AMARENDRA; SANTHOSH; 
DHEVENDARAN, 2013). Devido às peculiaridades observadas no ambiente marinho 
(variações na pressão, temperatura e salinidade), microrganismos associados às esponjas 
marinhas têm um potencial de produzir compostos químicos diferenciados e com 
diversificadas propriedades biológicas (ÍNIGUEZ-MARTÍNEZ et al., 2013). 
Assim como os microrganismos, as plantas produzem uma ampla diversidade de 
metabólitos secundários, e por milênios as plantas têm sido uma fonte valiosa de agentes 
terapêuticos. Os óleos essenciais, misturas complexas formadas por diversos compostos 
voláteis extraídos das plantas, representam uma alternativa "verde" que vem sendo bastante 
empregada nos campos nutricional, farmacêutico e na agricultura, devido as suas inúmeras 
propriedades biológicas relatadas, tais como, antimicrobiana, antiviral, anti-inflamatória, 
inseticida e antioxidante (ADORJAN; BUCHBAUER, 2010). 
As plantas do gênero Baccharis (´carquejas´) são encontradas em vários biomas 
brasileiros, e várias das espécies são utilizadas na medicina popular para o controle e 
tratamento de doenças (CAMPOS et al., 2016). Os óleos essenciais de plantas do gênero 
Baccharis são compostos principalmente por sesquiterpenos e monoterpenos, e apresentam 
diversas atividades com potencial farmacológico, entre elas, atividade antibacteriana, 
antifúngica, antiprotozoário e anti-inflamatória (TROMBIN-SOUZA et al., 2017). 
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Diante do grande desafio em se controlar a mastite bovina, existe a necessidade 
por buscar compostos ativos alternativos aos antimicrobianos atualmente utilizados. Desta 
forma, a rica e imensa biodiversidade do Brasil apresenta fontes promissoras de compostos 
antibacterianos que podem ser estudados com o propósito de tratamento desta doença.  
 
Objetivos 
Diante do exposto, esta tese teve como objetivo geral pesquisar produtos naturais com 
atividade antibacteriana, obtidos a partir de microrganismos e plantas de biomas do Brasil, e 
avaliar o potencial da utilização no tratamento da mastite bovina.  
Os objetivos específicos foram: 
1) Realizar revisão da literatura sobre os compostos antibacterianos já reportados 
isolados de extratos bacterianos de origem marinha (Capítulo II). 
2) Avaliar a atividade antibacteriana de extratos de microrganismos isolados de 
esponjas marinhas coletadas no Arquipélago São Pedro e São Paulo, com o 
propósito de selecionar um microrganismo com atividade antibacteriana contra 
Staphylococcus aureus resistente à meticilina (MRSA) (Apêndice I). 
3) Avaliar a atividade antibacteriana contra MRSA, do extrato micelial do fungo 
Acremonium camptosporum isolado da esponja marinha Aplysina fulva coletada no 
Arquipélago São Pedro e São Paulo, investigar a composição dos metabólitos 
produzidos pelo fungo e discutir o papel ecológico desses metabólitos (Capítulo 
III). 
4) Realizar o fracionamento do óleo essencial (OE) da planta Baccharis 
dracunculifolia (D.C.). Avaliar a atividade antibacteriana deste OE e de suas 
frações, contendo altas concentrações de trans-nerolidol e spathulenol, contra S. 
aureus e S. agalactiae isolados de mastite bovina (Capítulo IV). 
5) Avaliar a possibilidade de utilizar o OE e as frações contendo trans-nerolidol e 
spathulenol no tratamento de mastite bovina, investigando seus efeitos in vitro na 
viabilidade de células epiteliais mamárias de bovinos (MAC-T) e queratinócitos 
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Mastite bovina: resistência aos antimicrobianos e produtos naturais como 





A mastite bovina é uma patologia multifatorial e complexa, caracterizada por um 
processo inflamatório na glândula mamária. O processo inflamatório é ocasionado 
principalmente devido às infecções intramamárias, e sua principal finalidade é destruir ou 
neutralizar os agentes infecciosos e suas toxinas, assim como, permitir que a glândula retome 
a sua função normal (ZHAO; LACASSE, 2008). Entretanto, durante este processo pode 
ocorrer a destruição de células epiteliais responsáveis pela síntese dos principais constituintes 
do leite (proteínas, gordura e lactose) e, consequentemente, a redução da capacidade produtiva 
do animal (PYÖRÄLÄ, 2003; ZHAO; LACASSE, 2008). Além disso, durante a mastite 
ocorre o aumento na permeabilidade da glândula mamária, causando o extravasamento de 
íons (por exemplo, cloro e sódio), proteínas e enzimas do sangue para o leite, o que leva a 
alterações na composição e afeta a qualidade do leite (PYÖRÄLÄ, 2003). 
A mastite é considerada um problema global, uma vez que afeta negativamente a 
qualidade do leite, a saúde do animal e a economia de diversos países, causando enormes 
perdas financeiras. Alguns dos custos gerados pela mastite estão relacionados à redução da 
produção (cerca de 30%) (ROLLIN; DHUYVETTER; OVERTON, 2015) e da qualidade do 
leite, tratamento do animal, descarte do leite, cuidados veterinários e até mesmo devido à 
morte do animal (HEIKKILÄ; NOUSIAINEN; PYÖRÄLÄ, 2012; VIGUIER et al., 2009). 
Outros prejuízos causados pela mastite são devidos às alterações nas características 
organolépticas do leite que resultam em uma menor eficiência no seu processamento e, 
consequentemente, em produtos com propriedades menos favoráveis, como por exemplo, um 
menor tempo de prateleira (HOGEVEEN; ØSTERÅS, 2005). 
De acordo com sua intensidade, a inflamação da glândula mamária pode ser 
classificada em clínica ou subclínica. A mastite clínica é facilmente detectada por apresentar 
sinais evidentes de inflamação na glândula mamária, como dor, inchaço e aumento de 
temperatura (SORDILLO, 2011). Pode ocorrer também o aparecimento de grumos, filamentos 
de pus ou alterações nas características organolépticas do leite, além de sintomas sistêmicos 
no animal, como a diminuição do consumo de alimentos e da produção de leite 
(CONTRERAS; RODRÍGUEZ, 2011; MARÉCHAL et al., 2011). 
A mastite clínica pode se apresentar na forma aguda, que ocorre repentinamente 
com sinais severos, e na forma crônica persistindo por um longo período (BLOWEY; 
EDMONDSON, 2010). No Brasil, alguns dos fatores de risco que são associados à ocorrência 
de mastite clínica nos rebanhos leiteiros são: as primeiras lactações do animal, as estações 
23 
 
chuvosas, os casos prévios de mastite e as altas contagens de células somáticas (CCS) 
(OLIVEIRA et al., 2015). As células somáticas são a associação de leucócitos com uma 
pequena porcentagem de células epiteliais que são liberados no leite e que aumentam 
significativamente em animais com mastite (PYÖRÄLÄ, 2003). Os animais que apresentam 
altos valores de CCS no leite logo após o parto são mais propensos a desenvolver quadros de 
mastite clínica após os primeiros 30 dias de lactação (BREEN; GREEN; BRADLEY, 2009). 
A mastite subclínica é a forma da doença com maior prevalência nos rebanhos 
leiteiros. Um estudo abrangendo grande população de rebanhos bovinos leiteiros de diversas 
regiões do Brasil verificou a prevalência média de mastite subclínica em 46,4% dos animais 
avaliados durante o período de 2011 a 2015 (BUSANELLO et al., 2017). Os animais com 
mastite subclínica não apresentam sinais visíveis de inflamação, por este motivo, testes são 
realizados para avaliar a presença de células somáticas, que são utilizadas como indicadores 
da inflamação da glândula mamária. A contagem de células somáticas (CCS) é um teste para 
o diagnóstico de mastite subclínica fundamentado na contagem dos núcleos corados das 
células (PYÖRÄLÄ, 2003; VIGUIER et al., 2009). A CCS com um valor acima de 200.000 
células mL
-1
 de leite é comumente utilizada para indicar que um ou mais quartos mamários 
estão com mastite (CONTRERAS; RODRÍGUEZ, 2011; ROYSTER; WAGNER, 2015). 
Outra forma de diagnosticar a mastite subclínica, é com o California Mastitis Test (CMT). 
Este é um teste prático para ser realizado nas propriedades leiteiras que estima de forma 
indireta a concentração de células somáticas no leite (BHUTTO; MURRAY; 
WOLDEHIWET, 2012). O reagente utilizado no CMT promove a emulsificação dos lipídeos 
das membranas das células somáticas presentes no leite, assim, o material nucléico é liberado 
produzindo uma viscosidade que indica a intensidade da inflamação através de escores pré-
estabelecidos (VIGUIER et al., 2009). 
No ambiente de criação do gado leiteiro, existe uma grande variedade de 
patógenos e estes representam uma ameaça constante à saúde do úbere. Diversos 
microrganismos patogênicos podem estar envolvidos nos casos de mastite bovina, como, 
bactérias, fungos filamentosos, leveduras, micoplasmas e algas. Contudo, a maioria dos casos 
é de origem bacteriana (BRADLEY, 2002; KLAAS; ZADOKS, 2017). Algumas das 
principais bactérias patogênicas associadas à mastite são Escherichia coli, Streptococcus 
uberis, Streptococcus agalactiae, Streptococcus dysgalactiae, Staphylococcus aureus e 




O reservatório primário e o modo de transmissão dos patógenos têm sido 
tradicionalmente utilizados para classificar a mastite em ambiental ou contagiosa. Atualmente 
têm ocorrido mudanças na percepção de que a mastite ambiental pode ser causada somente 
por certos patógenos, tais como coliformes (por exemplo, Escherichia coli) e Streptococcus 
uberis, pois, muitos dos patógenos considerados como causadores de mastite contagiosa, 
como Staphylococcus aureus e Streptococcus agalactiae, também podem causar mastite 
ambiental (BARKEMA et al., 2009; JØRGENSEN et al., 2016; KLAAS; ZADOKS, 2017). A 
mastite ambiental é assim considerada por ser causada por microrganismos derivados do meio 
ambiente em que os animais vivem, principalmente, em locais onde existe acúmulo de 
material fecal (BRADLEY, 2002; KLAAS; ZADOKS, 2017). Já a mastite contagiosa ocorre 
através do contato de quartos mamários susceptíveis com superfícies contaminadas, sendo 
que, os patógenos são transmitidos principalmente durante o processo de ordenha, onde há 
maior contato com as mãos dos ordenadores, ou com equipamentos de ordenha que podem 
estar altamente contaminados (KEEFE, 2012).  
 
Tratamento da mastite e a resistência aos antimicrobianos 
Muitas estratégias podem ser utilizadas para o controle de mastite bovina, tais 
como: boa higiene da sala de ordenha, segregação de animais infectados e o uso de 
ferramentas que reduzem a probabilidade de transmissão dos patógenos, como desinfetantes 
de tetos (KLAAS; ZADOKS, 2017). Entretanto, muitas vezes essas medidas são ineficazes, 
existindo a necessidade do uso de medicamentos veterinários. 
Os antimicrobianos são frequentemente utilizados em rebanhos leiteiros tanto no 
tratamento como na prevenção de mastite de vacas em lactação e de vacas que estão fora do 
período de lactação, também conhecidas como vacas secas (KUIPERS; KOOPS; 
WEMMENHOVE, 2016; PEREYRA et al., 2015). A administração dos antimicrobianos para 
tratamento de animais com mastite pode ser por via sistêmica ou por infusão intramamária, 
sendo esta última, a rota de administração mais utilizada (PEREYRA et al., 2015; 
PYÖRÄLÄ, 2009; STEVENS; PIEPERS; DE VLIEGHER, 2016). 
Entre as diferentes classes de antimicrobianos que são utilizadas para o tratamento 
e prevenção de mastite bovina, os beta-lactâmicos (penicilinas e cefalosporinas) estão entre os 
mais utilizados (OLIVER; MURINDA, 2012; STEVENS et al., 2016, 2018). No Brasil, 
existem atualmente 177 medicamentos registrados no Ministério da Agricultura, Pecuária e 
Abastecimento (MAPA) contendo princípios ativos com ação antimicrobiana e que são 
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indicados para o tratamento de mastite (SINDAN, 2018). Na Tabela 1 estão destacadas as 
classes e alguns dos princípios ativos disponibilizados para o tratamento de mastite no Brasil.  
 
Tabela 1. Antimicrobianos disponíveis no mercado brasileiro para tratamento de mastite 
bovina (SINDAN, 2018) 
Classe (subclasse) Princípio ativo 
Beta-lactâmicos (penicilinas) Penicilina G, claxacilina, amoxicilina e ampicilina 
Beta-lactâmicos (cefalosporinas) 
Cefalexina, cefalônio, ceftiofur, cefoperazone e 
cefquinoma 
Aminoglicosídeos Estreptomicina, neomicina e gentamicina 
Tetraciclinas Oxitetraciclina e tetraciclina 
Quinolonas e fluorquinolonas 
Enrofloxacino, norfloxacina, danofloxacin e 
ciprofloxacina 
Sulfonamidas 
Sulfadiazida, sulfametazina, sulfametoxazol e 
trimetoprim 
Macrolídeos Espiramicina e tilosina 
 
Apesar de existirem diversos antimicrobianos disponíveis para o tratamento de 
mastite, estes nem sempre são eficazes para combater determinadas bactérias patogênicas. 
Essa dificuldade no tratamento da mastite pode estar relacionada à alta patogenicidade de 
certas bactérias. Os patógenos E. coli, S. agalactiae e S. aureus, por exemplo, têm a 
habilidade de se internalizarem nas células epiteliais mamárias, de induzir a formação de 
fibrose e microabcessos, e a capacidade de sobrevivência dentro de leucócitos, o que pode 
causar a persistência da infecção (BARKEMA; SCHUKKEN; ZADOKS, 2006; 
BOUCHARD et al., 2013; DOGAN et al., 2006; TAMILSELVAM et al., 2006). Algumas 
dessas bactérias patogênicas podem, ainda, produzir biofilmes que facilitam sua aderência e 
colonização nas células do epitélio mamário, possibilitando a evasão do sistema imunológico 
do animal e dificultando o tratamento (KHORAMROOZ et al., 2016; KREWER et al., 2015; 
PEREYRA et al., 2016). Essas infecções persistentes resultam em uma frequente exposição 
aos antimicrobianos (BARLOW, 2011). 
Em rebanhos leiteiros, muitas vezes os antimicrobianos são utilizados de forma 
excessiva e inapropriada, sem a prévia avaliação microbiológica para identificar os patógenos 
que estão causando a mastite (OLIVEIRA; RUEGG, 2014). Esse alto uso de antimicrobianos 
em bovinos leiteiros tem causado grande preocupação quanto à saúde pública, pois, pode 
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resultar na seleção de bactérias resistentes, que podem ser transmitidas para seres humanos 
através do meio ambiente, alimentos e por contato dos trabalhadores rurais (AIDARA-KANE 
et al., 2018; ROBINSON et al., 2015; VAN BOECKEL et al., 2015). Além disso, o uso de 
antimicrobianos no tratamento da mastite pode resultar na presença de resíduos destes 
fármacos no leite e em seus derivados. Estes resíduos de antimicrobianos podem causar 
desequilíbrios na microbiota intestinal dos consumidores, sendo este outro fator que pode 
levar à resistência bacteriana (ADETUNJI, 2011; SCHLEMPER; SACHET, 2017). 
Em vista da emergência de patógenos resistentes aos antimicrobianos e do 
potencial risco que estes podem causar a saúde pública, a Organização Mundial da Saúde 
(OMS), implantou o plano de ação global para combater a resistência aos antimicrobianos 
(WHO, 2015). Esse plano de ação global propõe intervenções para controlar a resistência 
antimicrobiana, que inclui a redução e, em alguns casos específicos, a restrição do uso de 
classes de antimicrobianos de importância crítica na medicina humana no tratamento e/ou 
prevenção de doenças em animais de produção. Alguns desses fármacos considerados 
importantes na medicina humana são as cefalosporinas de terceira e quarta geração e 
fluorquinolonas, antimicrobianos bastante utilizados no tratamento de mastite bovina (WHO, 
2015). 
Em seres humanos, a bactéria Gram-negativa E. coli é comensal do trato 
gastrointestinal, mas pode ser extremamente patogênica, causando doenças entéricas, 
infecções urinárias e septicemias (KAPER; NATARO; MOBLEY, 2004). A mastite bovina 
por E. coli geralmente é transiente, porém, em alguns casos essas infecções podem se tornar 
persistentes, com episódios recorrentes de mastite clínica (DÖPFER et al., 1999). Nas 
infecções intramamárias causadas por este patógeno, os animais podem apresentar sinais 
clínicos que variam desde uma leve inflamação com pequenas alterações da composição do 
leite e sem sinais sistêmicos, até à quadros clínicos de bacteremia, inflamações severas e 
ampla redução da produção do leite (SUOJALA, 2013). 
Em rebanhos leiteiros da China, um dos países com maior produção de leite, E. 
coli é um dos patógenos mais frequentemente isolados dos casos de mastite bovina (GAO et 
al., 2017). Recentemente, Zhang et al. (2018) observaram a resistência à florfenicol e 
tianfenicol em 100% dos isolados E. coli obtidos do leite de animais com mastite bovina de 
rebanhos da China. Neste mesmo estudo, também foi observado que aproximadamente 33% 
apresentaram resistência à cefalosporina de terceira geração, ceftiofur, e 49% dos isolados 
avaliados apresentaram resistência à colistina, um dos últimos recursos para tratar bactérias 
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Gram-negativas multirresistentes que causam infecções em humanos (EMA, 2016; ZHANG 
et al., 2018). 
O patógeno S. agalactiae, também conhecido como Streptococcus do Grupo B, é 
reconhecido como um agente causativo de muitas doenças em várias espécies de animais e em 
humanos. É a causa mais comum de doenças em recém-nascidos, causando pneumonia, 
síndrome do choque séptico e meningite com altas taxas de mortalidade (DOARE; HEATH, 
2013). Em bovinos, S. agalactiae geralmente causa mastite subclínica, com episódios 
intermitentes de mastite clínica (JØRGENSEN et al., 2016). As infecções das glândulas 
mamárias por S. agalactiae apresentam menores taxas de cura espontânea e maiores períodos 
de duração do que infecções causadas por S. uberis (LEELAHAPONGSATHON et al., 2016). 
Estudos sugerem a possibilidade de que infeções humanas com S. agalactiae hipervirulentos, 
sejam provindas de infecções intramamárias de bovinos (BISHARAT et al., 2004; 
MANNING et al., 2010). 
S. agalactiae isolados de mastite bovina têm se mostrado resistentes a diferentes 
classes de antibióticos, como tetraciclinas, aminoglicosídeos, macrolídeos e lincosamidas 
(GAO et al., 2012; PINTO et al., 2013; RATO et al., 2013). Kaczorek et al. (2017) 
observaram a resistência à tetraciclina em 44% dos isolados S. agalactiae associados à mastite 
clínica e destacaram que essa baixa eficácia pode ser atribuída ao uso excessivo desses 
fármacos em doenças respiratórias e do sistema digestório dos animais. Em um estudo 
realizado em rebanhos leiteiros do Brasil, utilizando S. agalactiae isolados do leite de casos 
de mastite clínica e subclínica, foi verificado que desde a década de 80 até o período mais 
recente em que os isolados foram obtidos (período de 2000 e 2006), cerca de 90% dos 
isolados apresentaram resistência à tetraciclina (PINTO et al., 2013). Neste mesmo estudo, os 
autores também observaram que, no período de 1987 e 1988, 10,5% dos isolados 
apresentaram resistência à eritromicina, sendo que no período de 2003 a 2006 a ocorrência da 
resistência a esse antimicrobiano aumentou, sendo verificada em cerca de 60% dos isolados 
de S. agalactiae avaliados (PINTO et al., 2013). 
Staphylococcus aureus são bem conhecidos na medicina humana por estarem 
associados a diversos tipos de infecções, como pneumonia, osteomielite, infecções de pele 
(MARÉCHAL et al., 2011), assim como por produzirem toxinas resistentes ao aquecimento e 
que causam intoxicação alimentar (FAGUNDES et al., 2010; KHORAMROOZ et al., 2016). 
O patógeno S. aureus geralmente causa mastite subclínica manifestada por altas 
concentrações de células somáticas no leite. A maioria das infecções causadas por S. aureus é 
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crônica, persistindo durante todo o período de lactação e nas lactações seguintes, podendo 
progredir para episódios clínicos agudos com sinais sistêmicos que podem levar à morte do 
animal (KEEFE, 2012; RAINARD et al., 2017). 
S. aureus tem mostrado uma notável capacidade de desenvolver resistência a 
diversos antimicrobianos. Haubert et al. (2017) avaliaram o perfil de resistência de 31 
isolados de S. aureus provindos de casos de mastite clínica e subclínica de rebanhos leiteiros 
do Brasil, e observaram uma alta frequência de isolados com resistência aos antimicrobianos 
sulfonamida (65%), clindamicina (52%), ampicilina (52%), penicilina (48%), teicoplanina 
(42%), oxacilina (42%), tetraciclina (39%), eritromicina (35%) e tobramicina (29%). Neste 
estudo, os autores também observaram que 65% dos isolados S. aureus, apresentaram 
multirresistência, com resistência a três ou mais classes de antimicrobianos e verificaram que 
alguns desses isolados apresentaram elementos genéticos móveis (transposons) que têm 
potencial de transferir genes de resistência para outras bactérias do meio ambiente 
(HAUBERT et al., 2017). 
O isolamento de S. aureus resistentes a meticilina (MRSA) no leite de animais 
com mastite está cada vez mais comum (GUIMARÃES et al., 2017; HATA et al., 2010; PU et 
al., 2014; SPOHR et al., 2011; TURUTOGLU et al., 2009). Cepas MRSA expressam o gene 
mecA, que codifica a alteração da proteína de ligação da penicilina (PBP), o que reduz sua 
afinidade com os beta-lactâmicos, e permite que esses patógenos consigam sobreviver aos 
tratamentos com antimicrobianos desta classe (PU et al., 2014). Além disso, esses patógenos 
também são conhecidos por apresentarem resistência a mais de uma classe de antimicrobianos 
(KUMAR; YADAV; SINGH, 2011; WANG et al., 2015). 
Na Índia, um grupo de pesquisadores isolou pela primeira vez S. aureus 
resistentes à vancomicina (VRSA) no leite de bovinos e caprinos com mastite. Isso causa 
grande preocupação, já que a vancomicina é um dos últimos recursos para o tratamento de 
Staphylococcus multirresistentes (BHATTACHARYYA et al., 2016). De acordo com o 
“Centers for Disease Control and Prevention (CDC)/USA” (2015), quando S. aureus se torna 
resistente à vancomicina, existem poucas opções de tratamento, já que esses patógenos 
também costumam ser resistentes à meticilina e a outras classes de antibióticos. 
A rápida emergência da resistência bacteriana demonstra a notável capacidade 
desses patógenos de se adaptarem a novos tipos de fármacos. Diante da baixa eficiência dos 
antimicrobianos existentes frente às bactérias resistentes, as agências internacionais OMS, 
“Food and Agriculture Organization of the United Nations” (FAO) e “World Organisation for 
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Animal Health” (OIE), destacaram a necessidade de investimentos em pesquisas e 
desenvolvimento de novos medicamentos antimicrobianos, bem como de vacinas e de outras 
intervenções para detectar, prevenir e controlar esse problema (FAO; OIE; WHO, 2017).  
A natureza tem sido uma fonte de agentes medicinais por milhares de anos, sendo 
que vários destes fármacos têm sido isolados de fontes naturais, baseando-se em seu uso na 
medicina tradicional. Os produtos naturais representam um grande grupo de entidades 
químicas com ampla variedade de atividades biológicas e que são originários do metabolismo 
secundário de bactérias, fungos, plantas, entre outros organismos (KATZ; BALTZ, 2016). 
Muitos desses compostos têm apresentado notável utilidade na medicina humana e 
veterinária, e também para a agricultura (KATZ; BALTZ, 2016; NEWMAN; CRAGG, 2016). 
Dentro deste contexto, sabe-se que o Brasil é detentor de uma das maiores biodiversidade do 
mundo, com uma estimativa de 1,8 milhões de espécies existentes, porém, com apenas 11% 
de espécies catalogadas (SIBBR, 2018). Assim, apresenta recursos naturais ainda não 
explorados que podem servir como fontes de novos compostos antibacterianos.  
Visando a pesquisa e desenvolvimento de novos medicamentos, os produtos 
naturais com ação antibacteriana provindos de recursos naturais brasileiros, podem ser 
alternativas interessantes para o tratamento de mastite bovina causada por patógenos 
resistentes aos antimicrobianos existentes. 
 
Microrganismos de origem marinha como fonte de compostos 
antimicrobianos 
Os microrganismos são uma fonte abundante de metabólitos bioativos e que 
contribuíram enormemente para a descoberta de vários dos mais importantes compostos 
antimicrobianos da indústria farmacêutica (CRAGG; NEWMAN, 2001; GUIMARÃES; 
MOMESSO; PUPO, 2010). Na tabela 2 estão descritos alguns antimicrobianos de origem 




Tabela 2. Antimicrobianos de origem microbiana utilizados na medicina (GUIMARÃES; 
MOMESSO; PUPO, 2010) 
Antimicrobiano Microrganismo 
penicilina G Penicillium notatum 
cefalosporina C Cephalosporium acremonium 
ácido clavulânico Streptomyces clavuligerus 
estreptomicina Streptomyces griseus 
eritromicina Streptomyces erythreus 
cloranfenicol Streptomyces venezuela 
lincomicina Streptomyces lincolnensis 
vancomicina Streptomyces orientalis 
daptomicina Streptomyces roseosporum 
 
Vários dos antimicrobianos conhecidos foram originalmente obtidos a partir de 
microrganismos do ambiente terrestre. Todavia, ao longo dos anos, a descoberta de novos 
compostos a partir de microrganismos terrestres reduziu drasticamente (LAM, 2006). Isso tem 
motivado a bioprospecção de compostos antimicrobianos em microrganismos que habitam 
biomas pouco explorados e com condições ambientais extremas (WILSON; BRIMBLE, 
2009). 
Os oceanos englobam mais de 70% da superfície terrestre e apresentam uma 
extraordinária diversidade biológica com amplo potencial para descoberta de novos 
antimicrobianos. Cefalosporina C, um antibiótico extremamente importante para a medicina, 
foi descoberto na década de 50 a partir de espécies do fungo Cephalosporium (que atualmente 
é conhecido como Acremonium) isolado do ambiente marinho (SILBER et al., 2016). 
Somente na metade da década de 70, quando foram implantadas técnicas modernas de 
mergulho, é que a exploração do ambiente e organismos marinhos (esponjas, algas, tunicados, 
moluscos, mexilhões, briozoários, corais, etc.) como fonte de novos compostos bioativos se 
iniciou de forma mais sistemática e com maior acesso às áreas profundas (CRAGG; 
NEWMAN, 2014; DIAS; URBAN; ROESSNER, 2012). Desde então, o relato de novos 
compostos obtidos de ambiente marinho vem aumentando, sendo que mais de 1000 novos 
compostos com diferentes atividades biológicas são isolados a cada ano (BLUNT et al., 2014, 
2015, 2016).  
Microrganismos marinhos vivem em ambientes com extrema variação de pressão, 
salinidade e temperatura. Assim, desenvolveram capacidades físicas e metabólicas únicas para 
sobrevivência nesse habitat (FENICAL, 1993; ÍNIGUEZ-MARTÍNEZ et al., 2013). As 
condições ambientais no mar são extremamente diferentes das condições terrestres, por isso, 
especula-se que os microrganismos marinhos são capazes de produzir diversos metabólitos 
desconhecidos até o momento (ÍNIGUEZ-MARTÍNEZ et al., 2013). Uma análise 
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comparativa realizada por Kong, Jiang e Zhang (2010) mostrou que produtos naturais de 
origem marinha apresentam grau mais elevado de novidade química em relação aos produtos 
naturais terrestres. Esses autores também verificaram que aproximadamente 71% das 
estruturas moleculares do ambiente marinho são produzidas exclusivamente por organismos 
marinhos. 
Estima-se que cerca de 30% dos novos compostos descobertos (antibióticos, 
antitumorais e outros) são produzidos por invertebrados e microrganismos marinhos 
(BÉRDY, 2015). As esponjas marinhas são as mais ricas fontes de compostos 
farmacologicamente ativos provindos de ambiente marinho. Alguns destes compostos já têm 
aprovação comercial e outros estão em estágios de testes clínicos (MALVE, 2016; MARTINS 
et al., 2014). Atualmente, sabe-se que a real origem de muitos dos compostos bioativos 
isolados diretamente de invertebrados marinhos pode ser derivada de seus microrganismos 
simbiontes (BÉRDY, 2015). 
As esponjas marinhas apresentam um grande número de espécies microbianas 
associadas, as quais contribuem com aproximadamente 40 a 60 % de sua biomassa (KANG; 
SEO; PARK, 2015; THOMAS; KAVLEKAR; LOKABHARATHI, 2010). Esses organismos 
filtradores são animais invertebrados sésseis e desprovidos de defesas físicas, sendo altamente 
susceptíveis a predadores. Assim, os microrganismos associados a esses invertebrados 
marinhos são capazes de produzir um arsenal químico que contribuem para sua defesa, 
protegendo-os contra a predação e também contra microrganismos patogênicos (FLÓREZ et 
al., 2015). Cerca de 90% dos compostos antimicrobianos obtidos de microrganismos 
associados a esponjas são produzidos por bactérias, principalmente as dos gêneros 
Streptomyces, Pseudovibrio e Bacillus. Enquanto que os fungos do filo Ascomycota, 
principalmente os gêneros Aspergillus e Penicillium, contam com aproximadamente 10% dos 
antimicrobianos relatados (INDRANINGRAT; SMIDT; SIPKEMA, 2016). 
Além de apresentar uma das maiores áreas costeiras marítimas do mundo, com 
aproximadamente 8.000 km de extensão, o Brasil também possui inúmeros arquipélagos 
pertencentes às áreas de conservação, com uma rica biodiversidade marinha a ser explorada 
(BERLINCK et al., 2004). O Arquipélago São Pedro e São Paulo (ASPSP) é uma Área de 
Proteção Ambiental (APA) mantida pela Marinha do Brasil, localizada no oceano Atlântico 
em território brasileiro a uma distância aproximada de 1.000 km da cidade de Natal (RN), no 
nordeste do Brasil (0 55’02’’ N, 29 20’44’’ W). Este arquipélago é um dos menores e mais 
isolados do mundo, sendo formado por cinco ilhas maiores e outras pequenas ilhotas 
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caracterizadas por suas encostas íngremes e rochosas, com formação geológica rara 
(CAMPOS et al., 2005). 
O ASPSP está estrategicamente posicionado entre os dois hemisférios e também 
entre os continentes, América do Sul e África (Figura 1), apresentando forte influência no 
ciclo de vida de muitas espécies migratórias, como peixes, crustáceos, aves e tartarugas, que 
utilizam o arquipélago e seus arredores como abrigo, para alimentação e reprodução 
(CAMPOS et al., 2005; VIANA et al., 2017). Além disso, essas ilhas oceânicas brasileiras 
apresentam uma diversidade de algas, corais, moluscos, esponjas, entre outros organismos 
marinhos, que ainda são desconhecidos para a ciência (VIANA et al., 2017). 
 
 




A fauna marinha do arquipélago contempla espécies endêmicas de esponjas 
marinhas que têm atraído a atenção de pesquisadores para a prospecção de produtos naturais 
(MORAES, 2011). Recentemente, Silva et al. (2016) descreveram uma nova espécie 
bacteriana do gênero Streptomyces isolada da esponja marinha Aplysina fulva coletada no 
ASPSP, com potencial de produzir compostos fitotóxicos e antifúngicos para uso na 
agricultura. Outros estudos recentes utilizando bactérias isoladas de sedimentos marinhos 
foram realizados para prospecção de compostos anticâncer (FERREIRA et al., 2016; SILVA 
et al., 2017). Entretanto, estudos sobre a bioprospecção de compostos com potencial 
farmacológico produzidos por microrganismos associados a esponjas pertencentes ao ASPSP 
e às suas redondezas são escassos. Desta forma, as pesquisas para a descoberta de fármacos 
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antibacterianos a partir de microrganismos isolados de esponjas marinhas do ASPSP são 
inovadoras e podem fornecer avanços no combate de patógenos resistentes aos 
antimicrobianos comercializados atualmente. 
 
Óleos essenciais e seu potencial antibacteriano 
Os primeiros registros escritos sobre aplicações medicinais de plantas datam por 
volta de 2600 a.C. e relatam a existência de um sistema medicinal na Mesopotâmia, 
compreendendo cerca de 1000 medicamentos derivados de plantas (CRAGG; NEWMAN, 
2014). Entretanto, as pesquisas científicas para a descoberta de produtos naturais com 
potencial farmacológico derivados de plantas iniciaram somente a partir do século 19, após o 
isolamento da morfina (ATANASOV et al., 2015). Apesar da investigação intensiva da flora 
terrestre, estima-se que apenas 6% das 300.000 espécies de plantas foram investigadas quanto 
às suas propriedades farmacológicas (CRAGG; NEWMAN, 2014). As plantas medicinais têm 
recebido grande interesse para o desenvolvimento de medicamentos, e isso se deve às suas 
inúmeras atividades farmacológicas, à baixa toxicidade e à viabilidade econômica da 
produção em larga escala (CHOUHAN; SHARMA; GULERIA, 2017). 
O reino vegetal inclui um elevado número de espécies, produzindo uma 
diversidade de compostos bioativos. Os óleos essenciais (OEs) são misturas complexas, com 
cerca de 20 a 60 componentes químicos voláteis oriundos do metabolismo secundário das 
plantas aromáticas, que podem ser obtidos de suas folhas, cascas, flores, rizomas, frutos, 
galhos e sementes (CHOUHAN; SHARMA; GULERIA, 2017). Geralmente, os OEs de 
determinadas espécies vegetais são caracterizados por dois ou três componentes principais, 
designados como componentes majoritários, que aparecem em concentrações razoavelmente 
altas (20–70% da composição total do OE) em comparação com os outros componentes 
(BAKKALI et al., 2008). No entanto, sabe-se que a composição química do óleo essencial 
pode variar consideravelmente devido a diversos fatores tais como, variações fisiológicas 
(estágio de desenvolvimento, tipo de material utilizado, etc.), fatores genéticos e de evolução, 
condições ambientais (clima, poluição, etc.), variações geográficas, método de extração, entre 
outros (FIGUEIREDO et al., 2008). Dentre os métodos de extração existentes, o método por 
hidrodestilação é o mais utilizado devido ao baixo custo e boa eficiência na obtenção dos OEs 
(TUREK; STINTZING, 2013; ZUZARTE; SALGUEIRO, 2015). 
Uma grande variedade de moléculas de baixa massa molecular pode ser 
encontrada nos OEs, sendo estas pertencentes principalmente às classes químicas dos terpenos 
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e fenilpropanóides. Os terpenos apresentam uma ampla variedade de derivados oxigenados, 
incluindo álcoois, ésteres, aldeídos e fenóis. Estes compostos são classificados de acordo com 
a quantidade de unidades estruturais básicas de isoprenos ou hemiterpenos (5C), sendo que, 
monoterpenos (10C) e sesquiterpenos (15C) são os mais observados em OEs (ZUZARTE; 
SALGUEIRO, 2015). 
Aproximadamente 3.000 OEs são conhecidos, dos quais 300 são comercialmente 
importantes, especialmente paras as indústrias farmacêuticas, agronômicas, de alimentos, 
cosméticas e de perfumaria, sendo conhecidos por suas propriedades antissépticas, 
antibacterianas, antivirais, antifúngicas, antioxidantes, antiparasitárias, inseticidas e, entre 
outras (ADORJAN; BUCHBAUER, 2010; BASSOLÉ; JULIANI, 2012; CHOUHAN; 
SHARMA; GULERIA, 2017).  
Os OEs podem conter diversas moléculas com atividade antimicrobiana, por isso 
é muito provável que esta ação não seja atribuída a um mecanismo específico. Diversos 
mecanismos de ação têm sido relatados explicando a atividade dos OEs contra bactérias, 
como por exemplo, degradação da parede celular, distúrbios na membrana citoplasmática, 
danos em proteínas de membrana e alterações no metabolismo energético (SWAMY; 
AKHTAR; SINNIAH, 2016). A maioria dos estudos que investigam a ação de OEs contra 
bactérias, sugere que esses produtos naturais são mais ativos contra bactérias Gram-positivas 
do que contra bactérias Gram-negativas. Isso provavelmente se deve ao fato de que as 
bactérias Gram-negativas apresentam uma membrana externa contendo lipopolissacarídeos 
(LPS), o que restringe a difusão dos compostos hidrofóbicos presentes nos OEs para a célula 
(NAZZARO et al., 2013). 
A família Asteraceae compreende aproximadamente 23 mil espécies de plantas 
distribuídas em todos os continentes do mundo, exceto na Antártida, sendo geralmente 
representada por plantas herbáceas e pequenos arbustos, raramente árvores (CAMPOS et al., 
2016). O gênero Baccharis é o mais diverso desta família (Asteraceae), compreendendo 
aproximadamente 500 espécies encontradas exclusivamente no continente Americano, sendo 
que 130 destas são encontradas no Brasil (TROMBIN-SOUZA et al., 2017). Muitas destas 
espécies são utilizadas na medicina popular para controle ou tratamento de várias doenças. Na 
América do Sul, as espécies Baccharis trimera (carqueja-amarga) e Baccharis articulata 
(carquejinha-doce), por exemplo, são utilizadas no tratamento de uma variedade de doenças, 
tais como desordens digestivas e do fígado, anemia, diabetes, inflamações, hipertensão, entre 
outras (CAMPOS et al., 2016). A espécie, Baccharis dracunculifolia é uma planta nativa do 
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Brasil, conhecida como alecrim do campo, vassoura ou vassourinha, e vem sendo utilizada na 
medicina popular como antipirético, anti-inflamatório, antisséptico e no tratamento de feridas 
cutâneas e desordens gastrointestinais (PARK et al., 2004). Além disso, existem relatos de seu 
uso popular em bovinos de propriedades leiteiras localizadas no sudeste do Brasil, com intuito 
de aumentar a produção de leite e para o tratamento de mastite (DIAZ et al., 2010). 
Os óleos essenciais de plantas do gênero Baccharis são compostos principalmente 
por sesquiterpenos e monoterpenos, e apresentam diversas atividades com potencial 
farmacológico, entre elas, atividade antibacteriana, antifúngica, antiprotozoário e anti-
inflamatória (TROMBIN-SOUZA et al., 2017). A atividade antibacteriana tem sido relatada 
em OEs de várias espécies do gênero Baccharis, tais como, Baccharis magellanica, Baccharis 
elaeoides (SIMONSEN et al., 2009), Baccharis grisebachii (HADAD et al., 2007), Baccharis 
salicifolia (FLORES et al., 2009), Baccharis semiserrata (VANNINI et al., 2012) e B. 
dracunculifolia (GALVÃO et al., 2012). 
A planta B. dracunculifolia, é um arbusto lenhoso, dioico, perene, que contém 
galhos bastante ramificados e que pode atingir altura de até 4 metros. Apresenta 
características próprias de plantas invasoras ocorrendo frequentemente em áreas perturbadas e 
em pastagens (SFORCIN et al., 2012). Essa planta é amplamente conhecida por ser a 
principal fonte botânica utilizada pelas abelhas (Apis mellifera) para a elaboração da própolis 
verde, produzida principalmente nos estados de São Paulo e Minas Gerais (PARK et al., 
2004; PARK; ALENCAR; AGUIAR, 2002). O óleo essencial da planta B. dracunculifolia 
tem alto valor comercial, principalmente, devido à presença dos sesquiterpenos oxigenados, 
trans-nerolidol e spathulenol, que são amplamente utilizados na indústria (CAMPOS et al., 
2016). A atividade antibacteriana desses compostos já foi previamente relatada 
(BOUGATSOS et al., 2004; FERNANDES et al., 2015; TOGASHI et al., 2010; ULUBELEN 
et al., 1994). Entretanto, até o que se sabe, não existem estudos a respeito da atividade do OE 
de B. dracunculifolia e de seus compostos majoritários, frente a bactérias patogênicas 
associadas à mastite bovina. Sendo assim, é interessante que estes sejam investigados como 
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Acremonium camptosporum, a fungus associated with the marine sponge Aplysina fulva, was 
collected from the isolated mid-Atlantic Saint Peter and Saint Paul Archipelago and was 
found to produce secondary metabolites that displayed antibacterial activities. Mass spectra 
data obtained by UPLC-ESI-MS/MS analyses of these extracts were compared to several 
databases and revealed the presence of many different cytotoxic acremonidins and 
acremoxanthones. The close association between the sponge and the microbe with its 
compounds could be of strategic importance in defending both from the high predation 
pressure and spatial competition in the warm-water scarps of the islands.  
 




Fungi are well-known producers of secondary metabolites that present a multitude 
of biological activities. However, the majority of these compounds have been isolated from 
fungi of terrestrial and/or freshwater environments (Yarden 2014, Richards et al. 2015, Imhoff 
2016). Research has neglected fungi of marine origin until recently mostly because of their 
low abundances in the water column and the uncertain existence of true marine fungi (Yarden 
2014, Richards et al. 2015, Imhoff 2016). The attributes that characterize a marine fungus are 
still controversial. Recently, it was proposed that a marine fungus is “any fungus that is 
recovered repeatedly from marine habitats because 1) it is able to grow and/or sporulate (on 
substrata) in marine environments; 2) it forms symbiotic relationships with other marine 
organisms; or 3) it is shown to adapt and evolve at the genetic level or be metabolically active 
in marine environments” (Pang et al. 2016). Nevertheless, over the last 20 years, fungi 
isolated from the marine environment have attracted attention due to the different metabolites 
produced under marine compared to freshwater conditions (Jones 2011, Blunt et al. 2015, 
Imhoff 2016, Kebede et al. 2017). This difference in metabolic performance may play a role 
in the survival of a microorganism in its ecological niche. Marine-derived and ubiquitous 
genera of fungi have been isolated from a variety of marine substrata, including sponges from 
temperate, tropical and subtropical waters, and were shown to produce diverse metabolites, 
some presenting previously unknown chemical structures (Yarden 2014). 
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Traditionally, secondary metabolites isolated from sponges were thought to be 
produced by the sponge itself. It has been shown that the secondary metabolite profile of 
sponges varied depending on location, within the same location depending on the amount of 
irradiance and predation pressure, and depending on the sampled tissue from the sponge 
(Garson 2001, De Caralt et al. 2013). Generally, higher accumulations of bioactive 
metabolites are found in peripheral tissues than in the center, and these higher concentrations 
in sponge tips and outer skin are attributed to the defensive characteristics of the compounds 
against biofoulers, predators, and space competitors. However, since Bewley et al. (1996) 
showed the bacterial origin of two classes of metabolites that were previously isolated from 
sponge tissue, it is suspected that the true producers are the symbiotic microbes. Fungi 
producing bioactive compounds were found in association with marine Porifera (Jones 2011, 
Imhoff 2016), and there is evidence that some sponge species harbor specific fungal 
symbionts (Taylor et al. 2007, Yarden 2014). Similar to bacteria, it is possible that fungi 
metabolites might also preferentially accumulate in specific tissues of the sponge to be 
released to the environment or function as a predator deterrent strategy for the survival of the 
sponge. 
The Saint Peter and Saint Paul Archipelago is approximately 510 nautical miles 
(1,100 km) away from the Brazilian coast in equatorial waters. These mid-oceanic islands are 
an unusual rocky formation corresponding to the top of a submarine mountain formed by 
mantle rock. Their sides sharply plunge many thousands of meters into the Atlantic Ocean 
(Motoki et al. 2014, Viana et al. 2017). Due to their distant location and difficulty of access, 
little is known about the marine environment around these islands. Thus, knowledge on 
sponge species, associated microbes and their chemical arsenal are of importance to 
understand the strategies Porifera have developed to survive and spread in the oceans. 
 
MATERIAL AND METHODS 
Isolation of cultivable fungi associated with the marine sponge Aplysina fulva 
A. fulva specimens were collected by scuba from depths of 20 meters on the east 
face of the Saint Peter and Saint Paul Archipelago (0°54’57.86”N, 29°20'41.34"W), located at 
the Saint Paul Fracture Zone in the equatorial Atlantic Ocean. 
Six individual samples of A. fulva were collected separately in 50 ml Falcon tubes 
with seawater and preserved on ice until microbial isolation. The sponge tissues were rinsed 
twice in sterile seawater and then sanitized by immersion in 70% ethanol. Isolation of 
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cultivable fungi was performed from a ground sponge tissue suspension on SM3 medium 
(Kroppenstedt & Goodfellow 2006, Tan et al. 2006, Ward & Bora 2006, Goodfellow & 
Fiedler 2010) that was prepared with modifications (agar, 16 g; D-glucose, 10 g; peptone, 5 g; 
tryptone, 3 g; sea salt (Red Sea, Houston, TX, USA), 33 g; nystatin 50 µg ml
-1
; 
chloramphenicol 250 µg ml
-1
; distilled water, 1 L). The inoculated plates were incubated for 
two weeks at 28°C. The mycelial tips from emerging fungal colonies were transferred to fresh 
agar plates to obtain pure cultures. The isolate (strain number ASPSP M137) was deposited at 
the Collection of Microorganisms of Agricultural and Environmental Importance, Brazilian 
Agricultural Research Corporation. 
 
Molecular characterization of the fungal isolate 
The phylogenetic position of the isolate ASPSP M137 was determined by 28S 
rDNA gene sequence analysis. Genomic DNA extraction was performed according to Raeder 
& Broda (1985). The LSU region was amplified using NL-1 (5’ – 
GCATATCAATAAGCGGAGGAAAAG) and NL-4 (5’ – GGTCCGTGTTTCAAGACGG) 
primers (O’Donnell 1992, 1993). The PCR products were purified with a GFX
TM
 PCR DNA 
and Gel Band purification kit (GE Healthcare), and the eluted products were used as templates 
for the PCR sequencing through the original NL-1 and NL-4 primers. The amplified PCR 
products were sequenced using an Applied Biosystems DNA analyzer (ABI3500 series). 
Partial sequences were compared with LSU rDNA D1/D2 sequence data from 
reference strains available in the public databases CBS-KNAW (2016) and GenBank (2016) 
by using the BLASTn sequence match routine. Sequences were aligned using CLUSTAL X 
software (Thompson et al. 1994). Evolutionary distances were calculated using Kimura’s 
model (Kimura 1980), and the phylogenetic tree (Fig. 1) was reconstructed using Molecular 
Evolutionary Genetics Analysis (MEGA, version 6) software (Tamura et al. 2007) by the 
neighbor-joining method (Saitou & Nei 1987), and the bootstrap values were calculated from 
1,000 replicate runs using the routines included in the MEGA v.6 software. 
 
Metabolite production and extraction 
The isolate ASPSP M137 was seeded into 125 ml flasks containing 50 ml of GYS 
broth (glucose, 10 g; yeast extract, 2.5 g; sea salt 33.3 g (Red Sea Salt, Houston, TX, USA), 
adjusted to pH 7.1) and incubated at 21 to 24°C with shaking at 135 rpm for 4 days. An 
aliquot (1.2% v/v) from the seed culture was transferred aseptically to each of the sixty-seven 
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125 ml flasks containing 50 ml sterilized GYS broth. The flasks were incubated at 23 to 29°C 
for 8 days without shaking. 
The cultivated broth was centrifuged for 10 min at 1,800 g, and the supernatant 
was separated. The moist mycelial mass (141 g) was extracted with ethyl acetate (AcOEt) (7 x 
45 ml) HPLC grade (Tedia, Fairfield, OH, U.S.A.), and the extract (MME-137) was 
centrifuged for 5 min at 2,700 g, then filtered, and the solvent was evaporated to dryness 
under reduced pressure at 43°C. Ethyl acetate extracts from the supernatant (250 ml) (SE-137) 
and inoculum-free GYS broth (250 ml) (BE) were obtained by liquid-liquid extraction, then 
filtered and evaporated as described for the mycelial extract. 
 
UPLC-ESI-MS/MS analysis 
The chromatographic profiles of the Acremonium camptosporum extracts (MME-
137 and SE-137) and the blank (BE) were done by LC-MS/MS with an Acquity
TM
 UPLC M-
Class system coupled to a Xevo G2-XS QToF mass spectrometer (Waters Milford, MA, 
USA), with the electrospray ionization (ESI) source in negative mode. 
The chromatographic separation was carried out on an Acquity UPLC
®
 BEH C18 
column (100 mm x 2.1 mm x 1.7 µm) (Waters, Milford, MA, USA) using a ternary mobile 
phase consisting of 0.1% analytical grade formic acid (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) 
in ultrapure water from a Milli-Q system (Millipore, Bedford, MA, USA) (A) and HPLC-
grade acetonitrile (ACN):methanol (MeOH) 55:45 (v/v) (J.T. Baker, U.S.A.) (B). The 
gradient program was as follows: 0 min, 80% A and 20% B; 4.00 min until 10.00 min, 20% A 
and 80% B; 10.01 min, return to initial proportion and keep until 12.00 min to recondition the 
chromatographic column. The elution conditions were optimized with a flow rate of 0.5 ml 
min
-1
, the injection volume was 1 µl, and the oven temperature was 30°C. The sample was 
diluted in ACN and filtered through a 0.22 µm polytetrafluoroethylene (PTFE) membrane 
(Analítica, São Paulo, SP, Brazil) before being injected into the system.  
For the MS operating conditions in negative mode, the following parameters were 
set: capillary voltage 2.5 kV, sampling cone voltage 30 V, source temperature 130°C, 
desolvation temperature 600°C, cone gas flow rate 50 L h
-1





data acquisition method was established by applying low-energy collision (6 
V) and high-energy collision, ramping from 0 eV to 30 eV, which provided information on 
the accurate mass of the precursor ion and its fragments, respectively, in a single analysis. The 
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instrument was set to acquire the data in centroid resolution mode over the m/z range 100 to 
1000 Da with a scan time equal to 0.5 ms. 
MassLynx
TM
 software (version 4.1) was used for data acquisition and data 
processing. The elemental composition tool from MassLynx was applied to predict the 
molecular formula of the precursor ion. To characterize potential structures, the presumed 
molecular formula was searched in the following databases: ChemSpider, KNApSAcK, 
Universal Natural Products Database (UNPD), Dictionary of Natural Products (DNP) and 
Dictionary of Marine Natural Products (DMNP). To tentatively identify the compounds 
present in the extract, the MassFragment tool from the MassLynx software was used to 
compare the fragmentation pattern of the sample metabolite to the fragmentation pattern of 
the predicted molecules retrieved from the literature.  
Before the analyses, the mass spectrometer was calibrated by infusion of 10 µl of 
0.5 mM sodium formate solution. Leucine-enkephalin at 1 ng g
-1
 in ACN:H2O (with 0.1% 
formic acid) 50:50 (v/v) was used as lockspray (reference solution) for mass shift correction. 
For this purpose, the [M-H]
-
 ion at m/z 554.2615 was used as the lock mass. The mass error 
was calculated, and the results were expressed in ppm (Table 1). 
 
Antibacterial activity 
The antibacterial activity was evaluated against the pathogenic strain methicillin-
resistant Staphylococcus aureus (MRSA) ATCC 43300 using the paper disc diffusion method 
(BAUER et al. 1959). An overnight culture in Brain Heart Infusion broth (Acumedia, 




, was spread on Mueller-
Hinton agar (Acumedia, Lansing, MI, USA) plates using a sterile swab. Paper discs (6 mm) 
were impregnated with 2.64 mg of Mycelial Mass Extract (MME-137) dissolved in AcOEt, 
dried to remove solvent and placed on the inoculated agar surface. The inhibition zones were 
measured (mm) after incubation for 24 hours at 37°C. Paper discs with AcOEt solvent and BE 
extract were used as negative control. Ampicillin discs (10 µg) were used as positive control. 
The test was performed in duplicate.  
 
RESULTS AND DISCUSSION 
The collection site for the marine sponge Aplysina fulva (class Demospongiae) on 
the east face of the Saint Peter and Saint Paul Archipelago is relatively distant from the 
islands and is subjected to strong oceanic currents with little influence from the peripheral 
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microhabitat of the island coasts. A. fulva is widely distributed in tropical and subtropical 
waters of the Caribbean and North Brazilian coast (WoRMS 2017). However, very little is 
known about the marine diversity on/around the equatorial-Atlantic rocky reefs of the Saint 
Peter and Saint Paul Archipelago (SPSPA) (Viana et al. 2017), and even less is known about 
their sponge diversity and associated microbes (Rua et al. 2015, Silva et al. 2016, Souza et al. 
2017a,b). 
Following the maceration of the previously sanitized A. fulva tissues and plating 
of the exudate on selective media, the fungus ASPSP M137 was isolated. The partial 
sequence (503 bp) of ribosomal DNA regions D1/D2 of the strain ASPSP M137 revealed that 
Acremonium camptosporum CBS756.69 (HQ232008) was the closest match with a query 
coverage of 100% and a sequence similarity of 100% (Fig. 1), confirming the identity of 
ASPSP M137 as A. camptosporum. To the best of our knowledge, this is the first report on A. 
camptosporum isolated from A. fulva. 
Several reports on Acremonium spp. isolates obtained from different species of 
marine sponges describe the production of mycocompounds that display diverse bioactivities 
(Thomas et al. 2010, Julianti et al. 2011, Suryanarayanan 2012, Suciati et al. 2013, Hardoim 
& Costa 2014). Among the several purposes for the production of secondary metabolites, the 
main objective is to protect the producing organism from predation and spatial competition 
(Fox & Howlett 2008). 
To investigate the metabolites produced by A. camptosporum ASPSP M137, 
extracts of its mycelial mass (MME-137), culture broth (SE-137), and uncultured broth (BE) 
as a blank were analyzed using UPLC-ESI-QToF/MS. Apart from the sensitivity and 
selectivity attained with an HRMS analysis, data acquisition using MS
E
 with ToF is carried 
out in full-scan mode with no selection of a precursor ion, obtaining complete mass spectra of 
the molecular and fragment ions. The obtained data are then compared to several databases to 
search for compounds chemically related to the target analytes (Cortés-Francisco & Caixach 
2017). Low- and high-collision energy mass spectra (MS
E
) were acquired simultaneously, and 
the base peak intensity (BPI) chromatograms of the different extracts were compared (Fig. 2). 
The retention times (Rt) are shown in minutes. As seen from Figure 2, after Rt 6.65 min the 
three chromatograms are almost identical, differing only in peak intensity. These latter peaks 
are generated by the compounds present in the uncultured broth (blank) and were 
consequently excluded from the analyses of the results obtained from the fungal extracts. 
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By comparing the chromatograms of MME-137 and SE-137, three peaks of major 
intensity can be seen at retention times 5.98 min, 6.40 min and 6.65 min, along with analytical 
signals of lower intensity (Fig. 2). The exact mass of the precursor ions and their 
fragmentation patterns were used to tentatively identify the compounds present in the MME 
and SE extracts by comparing with data from the literature. In addition, database searching 
was focused on molecules isolated from Acremonium spp. and analogous molecules. To 




 low-energy mass spectrum obtained for the compound at Rt 5.98 min 
(peak 11) showed the precursor ion m/z 629.1298 [M-H]
-
 (Table 1), suggesting the molecular 
formula C33H26O13 (630.1373 Da) that allows two possible structures ─ acremonidin C, which 
was first isolated from Acremonium sp. strain LL-Cyan 416 (He et al. 2003), and 
acremoxanthone D, which was first identified from a fungus of the order Hypocreales (Ayers 





, m/z 401.0659 [(M-H)-C10H12O6]
-
 and m/z 383.0549 [(M-H)-
C10H14O7]
-
) (Fig. S11 in the Supplement) matched that reported for acremonidin C (El-Elimat 
et al. 2013). When the theoretical m/z corresponding to the compound in peak 11 (m/z 
629.1295 [M-H]
-
) was extracted, it was also found at four other retention times: Rt 4.55 min, 
(peak 2); Rt 4.73 min, (peak 3); Rt 5.62 min (peak 7); and Rt 5.75 min (peak 9) in the MME-
137 BPI (Fig. 3). Peaks 2, 3 and 7 exhibited diagnostic fragmentation ions (Fig. S2, Fig. S3 
and Fig. S7 in the Supplement) with minor differences from those of peak 11, acremonidin C 
(Table 1). Acremonidins present many chiral centers in their structures and, consequently, 
multiple stereoisomers, which display fragmentation ions with only slight differences in m/z. 
Therefore, molecular ion peaks 2, 3 and 7 might be tentatively assigned to acremonidin C 
and/or its diastereoisomers. Despite sharing the same extracted m/z, the compound at Rt 5.75 
min (peak 9) displayed a different fragmentation profile to that of acremonidin C (Fig. S9 in 





 and 385.0698 [(M-H)-C10H12O7]
-
 suggested the presence of 
acremoxanthone D (El-Elimat et al. 2013). 
Using the elemental composition tool, the m/z 613.1342 [M-H]
-
 extracted from Rt 
6.40 min (peak 12) was associated with the molecular formula C33H26O12. The high-energy 
mass spectrum showed the fragments m/z 581.1093 [(M-H)-CH4O]
-
, m/z 521.0862 [(M-H)-
C3H8O3]
-
, m/z 503.0758 [(M-H)-C3H10O4]
-
, m/z 477.0963 [(M-H)-C4H8O5]
-





 (Table 1), indicating two possible chemical structures: acremonidin A or 
acremoxanthone C (El-Elimat et al. 2013) that were both previously reported from 
Acremonium spp. (He et al. 2003, Isaka et al. 2009, Meléndez-González et al. 2015). 
However, a comparison with data from the literature revealed that the identified fragments 
(Fig. S12 in the Supplement) were more consistent with those reported for acremonidin A (El-
Elimat et al. 2013). 
The compound at Rt 6.65 min (peak 13) presented a parent ion of m/z 611.1199 
[M-H]
-
 and the elemental composition C33H24O12. The fragmentation profile (Fig. S13 in the 
Supplement) showed the ions m/z 579.0938 [(M-H)-CH4O]
-
, m/z 519.0718 [(M-H)-C3H8O3]
-
 
and m/z 475.0811 [(M-H)-C4H8O5]
-
, which correspond to losses of 32 Da, 92 Da, and 136 Da, 
respectively, and are compatible with characteristic fragments of acremonidins and 
acremoxanthones (El-Elimat et al. 2013). Moreover, the MS
E
 high-energy spectrum showed 
an abundant fragment ion of m/z 491.0771 [(M-H)-C4H8O4]
-
 that was due to neutral loss of 
120 Da by the parent ion (Table 1). Based on the literature, the data suggest that the 
compound is acremoxanthone B (Isaka et al. 2009, Meléndez-González et al. 2015). Despite 
sharing the same chemical skeleton, acremoxanthone B and A (Isaka et al. 2009) differentiate 
from each other by the lack of one oxygen atom in acremoxanthone A (C33H24O11). An 
extracted ion chromatogram of m/z 595.1240 [M-H]
- 
(Fig. 3) revealed a peak at Rt 5.67 min 
(peak 8) with the suggested elemental composition of acremoxanthone A. In addition, the 
chromatogram displayed fragment ions (Fig. S8 in the Supplement) with neutral losses of 32 
Da (-CH4O), 92 Da (-C3H8O3) and 120 Da (-C4H8O4), which are very similar to those found 
in the acremoxanthone B peak (Rt 6.65 min), indicating that the compound at Rt 5.67 min 
could be acremoxanthone A. Both compounds, acremoxanthone A and B, were originally 
isolated from Acremonium sp. BCC 31806 (Isaka et al. 2009) and later isolated from 
Verticillium sp. BCC33181 (Intaraudom et al. 2016). 
Other less intense signals were tentatively identified in the MME-137 
chromatogram at Rt 4.30 min (peak 1), Rt 5.01 min (peak 4), Rt 5.17 min (peak 5) and Rt 
5.79 min (peak 10) (Fig. 2). According to the elemental composition tool, the precursor [M-
H]
-
 ions m/z 587.1193 and m/z 587.1206 at Rt 4.30 min and Rt 5.17 min, respectively, share 
the same molecular formula, C31H24O12. The suggested compound was acremonidin G, which 
displays the same chemical skeleton as acremonidin C (C33H26O13) except for the lack of an 
acetyl group (Intaraudom et al. 2016). Both peaks (peaks 1 and 5), showed fragment ions 
(Table 1) with neutral losses of 32 Da (-CH4O), 76 Da (-C2H4O3) and 168 Da (-C8H8O4) (El-
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Elimat et al. 2013), which further indicates that the molecules share a similar structure and are 
closely related to acremonidin C (Fig. S1 and Fig. S5 in the Supplement). These compounds 
might be diastereoisomers, therefore, it was not possible to distinguish between them based 
solely on the mass spectrum data. Thus, they were tentatively assigned to acremonidin G 
and/or its diastereoisomers. The peak at 5.01 min (peak 4) showed the molecular ion m/z 
571.1254 [M-H]
- 
with elemental composition C31H24O11. Acremonidin B and acremoxanthone 
E, which were previously reported in Acremonium spp. extracts (He et al. 2003, Meléndez-
González et al. 2015), were the structures suggested for this molecular formula. However, as 
shown for other acremonidins, the high-energy MS
E
 spectrum revealed intense fragment ions 
with neutral losses of 32 Da (-CH4O) and 168 Da (-C8H8O4) (El-Elimat et al. 2013). Based on 
this fragmentation pattern (Fig. S4 in the Supplement), the compound at peak 4 could be 
putatively identified as acremonidin B (Table 1). The signal at Rt 5.79 min (peak 10) 
displayed m/z 569.1085 [M-H]
- 
with an elemental composition of C31H22O11. Interestingly, a 
signal of very similar accurate molecular mass (m/z 569.1084 [M-H]
-
) was extracted at 5.25 
min (peak 6), sharing the same elemental composition. The high-energy spectrum of both 
compounds (Rt 5.79 and 5.25 min) showed intense fragment ions (Fig. S10 and Fig. S6 in the 
Supplement) caused by the neutral loss of 32 Da (-CH4O), which is characteristic of 
acremoxanthones (El-Elimat et al. 2013). According to the literature, the isomers 
acremoxanthones F and G were the two structures suggested for this molecular formula. The 
spectral data, however, was insufficient to differentiate between both compounds. These 
isomers have not been identified from Acremonium spp. so far. They were previously reported 
in an extract from a Verticillium sp. fungus, which also contained other similar structures such 
as acremoxanthones A and B (Intaraudom et al. 2016). 
The BPI chromatogram obtained from the supernatant of the culture broth (SE-
137) was similar to that obtained from the mycelium (MME-137) (Fig. 2). The molecular ions 
and fragmentation patterns at Rt 5.79 min, 5.98 min, 6.40 min and 6.65 min of both extracts 
were similar. The mass errors of the molecular ions in SE-137 were lower than 2 ppm, and the 
molecules were likely analogous to those of MME-137. However, SE-137 exhibited two 
peaks of small intensity that were not present in the MME-137 chromatogram, showing the 
molecular ions m/z 301.0705 [M-H]
-
 (Rt 3.61 min) and m/z 317.0651 [M-H]
-
 (Rt 2.64 min) 
with suggested molecular formulas of C16H14O6 and C16H14O7, respectively (Table 1). The 
metabolite at Rt 3.61 min (peak 15) was tentatively identified as a benzophenone derivative, 
moniliphenone, based on its MS
E







 and m/z 225.0539 [(M-H)-C2H4O3]
-
 with losses of 18 Da, 32 Da 
and 76 Da (Fig. S15 in the Supplement), respectively, which were compatible with those 
previously reported (El-Elimat et al. 2013). The compound at Rt 2.64 min (peak 14) displayed 
a similar fragmentation pattern (Fig. S14 in the Supplement) to that of moniliphenone (peak 
15), showing identical losses of 18 Da (-H2O), 32 Da (-CH4O) and 76 Da (-C2H4O3). 
However, as its molecular formula presents an additional oxygen atom (16 Da), two other 
benzophenone derivatives, the compounds penicillanone or acremonidin E, could be 
tentatively assigned as possible structures for peak 14. Our spectral data, however, did not 
allow to differentiate between both isomers. Benzophenones such as moniliphenone and 
penicillanone were previously reported in fungal extracts that also contained acremonidins 
and acremoxanthones (He et al. 2003, Ayers et al. 2012, Intaraudom et al. 2016). Nonetheless, 
moniliphenone and its hydroxyl derivative, penicillanone, have not been described from the 
Acremonium genus. 
The biosynthesis of acremonidins and acremoxanthones is not well established. It 
has been proposed that acremonidins are formed by coupling benzophenone and 
anthraquinone moieties or by joining two units of benzophenone (He et al. 2003), and that 
acremonidins might play a role as intermediates in acremoxanthone biosynthesis (Meléndez-
González et al. 2015). Moreover, it is known that the biosynthesis of benzophenone and 
xanthone monomers involves anthraquinone as a precursor (Sassa 1991, Tabata et al. 1993, 
Zhou et al. 2010). Consequently, the benzophenone analogs present in the broth extract (SE-
137) could be the precursors of acremonidins and acremoxanthones found in the mycelial and 
the cultivated broth extracts. 
The genus Acremonium is a prolific producer of secondary metabolites that 
exhibit a wide range of biological activities (Tian et al. 2017). Several antimicrobial, anti-
oomycete and cytotoxic compounds have been described (Table 2). In the present study, the 
mycelial mass extract (MME-137) showed inhibitory activity against methicillin-resistant S. 
aureus (MRSA) ATCC 43300, displaying an 11 mm inhibition zone. The secondary 
metabolites present in MME-137 were essentially acremonidins and acremoxanthones (Table 
1 and Fig. S16). The bioactivity displayed by the extract is in agreement with other reports, in 
which acremonidins and acremoxanthones demonstrated activity against Gram-positive 
bacteria (Table 2).  
As shown in Tables 1 and 2, the marine A. camptosporum ASPSP M137 produced 
several biomolecules already described for this genus, as well as other metabolites produced 
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by different fungal species. Apart from these bioactivities, acremonidins and 
acremoxanthones also display anti-calmodulin activity (Mata et al. 2015). Calmodulin (CaM) 
is a messenger protein activated by binding Ca
+2
 and involved in numerous functions in all 
eukaryotic cells (Berchtold & Villalobo 2014). The anti-CaM activity of acremonidins and 
acremoxanthones might be responsible for the high cytotoxicity displayed by these 
compounds (Mata et al. 2015). As mentioned in Table 2, acremonidins and acremoxanthones 
inhibit Gram-positive bacteria (MIC 1.5 – 32 µg ml
-1
). This ability, however, cannot be 
explained by the anti-CaM activity displayed against eukaryotic cells. Prokaryotes, however, 
express homologs to CaM with similar properties (Permyakov & Kretsinger 2011). Therefore, 
the antibacterial activity shown by acremonidins and acremoxanthones might be due to their 
anti-calcium binding protein abilities. 
Secondary metabolites isolated from Porifera are well reported. However, the 
origin of many of these compounds is under discussion whether synthesized by the sponge 
cells or by microbes associated with the sea animal (Harper et al. 2001, Thomas et al. 2010, 
Puyana et al. 2015). Aplysina spp. harbor rich bacterial consortia (Sacristán-Soriano et al. 
2011), and reports on the bacterial origin of many sponge metabolites are accumulating 
(Viegelmann et al. 2014). Several of these associated-microbe compounds display antitumor, 
antiviral, antifungal, and antiparasitic activities (Piel 2004, Laroche et al. 2007). The benefit 
to the host from the bacterial association residing in/on its tissues is well studied (Taylor et al. 
2007, Hardoim & Costa 2014). In contrast to bacteria, the nature and ecological role of the 
presence of fungi on/in sponges are not well understood. Any microbe that is able to escape 
digestion and the immune response of a sponge, and adapts to growing inside the mesophyll 
microenvironment of the animal can become “resident”. Conversely, a microorganism that is 
filtered through the sponge, gets trapped in the choanocytes and remains dormant until it 
lands on a more favorable substrate that allows its growth is considered “transient” in the 
sponge (Gao et al. 2008). Fungi are easily cultured from the inner tissues of a sponge, but it 
remains unclear if fungi can become resident in a symbiotic relationship with the marine 
animal or are transient (Taylor et al. 2007, Singh et al. 2012). Despite the several studies 
reported on fungi from sponges, there are no reports on fungal vegetative forms found inside 
their inner tissues (Wang et al. 2008). Recently, however, single cells (cytospins) and 
primmorphs from sponges were reported to harbor individual fungal cells, which were able to 
grow and develop hyphae under proper conditions, although at the cost of the death of the 
animal cells (Rozas et al. 2011). The possibility that these microbial cells were only dormant 
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was excluded by the fact that the isolated fungal strains reduced their growth speed after a few 
subcultures, indicating a symbiotic dependence on the sponge cells for nutrients. 
Endosymbiosis has also been reported between an unidentified yeast and three Chondrilla 
sponge species (Maldonado et al. 2005). The genus Acremonium is ubiquitous, found in both 
terrestrial and marine environments. It has been isolated from several different sponge 
species, associated with either the surface or the inner tissues of the animal (Wang et al. 2008, 
Julianti et al. 2011, Wiese et al. 2011, Suciati et al. 2013, Yarden 2014). It is unknown 
whether Acremonium spp. can become resident or remains transient in sponges. This genus 
has also been reported from the surface mycobiota of holothurians (Afiyatullov et al. 2000, 
2002, Pivkin 2000) and gorgonians (Tian et al. 2017) and seems to adapt well to the marine 
environment. Although A. camptosporum was isolated in the present study from the ground 
tissues of an A. fulva whose inner channel surfaces were previously sanitized, it is not 
possible to assure whether or not the fungus resided inside the cells of the sponge tissues.  
Marine fungi are currently recognized as an ecologically and physiologically 
defined group (Gao et al. 2008) due to their ability to synthesize novel compounds not 
detected in cultures from terrestrial strains; thus, they may play an important role in defending 
their hosts against predation and/or biofouling. Sponge- and holothurian-derived Acremonium 
spp. produce many compounds with a wide range of activities: antioxidant (acremostrictin), 
anti-oomycete (acremines), cytotoxic (ascochlorin, acremines, acremolin, octapeptides 
RMH1-RMH4, cordyheptapeptides, efrapeptins), antibacterial (efrapeptins, RMH1-RMH4), 
antimycotic (virescenosides), and anti-inflammatory (acremines) (Tian et al. 2017).  
Despite the fact that sponges harboring fungi were not shown to absorb fungal 
metabolites, there is evidence that sponges are able to absorb soluble organic nutrients, 
including amino acids, from the surrounding water (Belarbi et al. 2003). It is also known that 
compounds isolated from marine sponges are actually synthesized by the bacterial symbiont 
and deposited into the sponge tissues (Unson et al. 1994, García-Vilas et al. 2016). 
Interestingly, a known fungal metabolite has been isolated from tissues of Jaspis spp. and 
Stelletta spp. sponges (Tang et al. 2012, Li et al. 2015), and biosynthesis studies about this 
class of metabolite suggest a fungal origin for the sponge findings (Janevska et al. 2016). In 
addition, many marine sacoglossan mollusks acquire defensive metabolites from their algal 
diet and then accumulate them in their peripheral tissues for protection against predation 
(Horgen et al. 2000). The accumulation of exogenous deterrent compounds seems to be a 
common feature among marine animals. Therefore, similar to bacterial compounds, 
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metabolites from a closely associated A. camptosporum could accumulate in sponge tissues 
and serve as chemical defenses against predation, competition or biofouling. 
The Saint Peter and Saint Paul Archipelago is a pronounced marine scarp in 
tropical waters. Spongivorous fishes appear to be more abundant on a scarp than on a reef 
plateau, and sponges that rely on chemical defenses were found to be more effective in 
preventing fish predation, especially in warmer waters where predation is more intense 
(Ruzicka & Gleason 2008, 2009). In addition, sponges are able to accumulate secondary 
metabolites in their peripheral tissues, as opposed to inner tissues, when in contact with other 
competing invertebrates (Becerro et al. 1997, De Caralt et al. 2013). Highly cytotoxic 
metabolites were shown to accumulate in the surface tissues of a sponge (Garson 2001).  
Thus, an Acremonium-harboring Aplysina spp. would profit from symbiosis with 
its fungal epibiont and benefit from the available cytotoxic resources to enhance its defenses 
against predation by spongivorous fishes and spatial competition from other marine animals 
(Garson 2001, Thakur & Muller 2004). Similarly, the toxic and anti-bacterial metabolites 
from Acremonium spp. would keep A. fulva defended from biofouling microbes and 
secondary overgrowth by algae (Wahl 2008). Conversely, the fungus would also benefit from 
the symbiosis through the supply of nutrients and shelter from predators and the deleterious 
effects of high levels of light (Taylor et al. 2007). 
 
CONCLUSION 
The antibacterial and cytotoxic acremonidins and acremoxanthones produced by 
the fungus Acremonium camptosporum harbored by the marine sponge Aplysina fulva could 
be of strategic importance to defend both the host and its associated microbe against predation 
and competition in the very demanding environment of the mid-Atlantic scarps of the Saint 
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Table 1. Compounds from the mycelial mass (MME-137) and the supernatant (SE-137) extracts of Acremonium camptosporum and their 
spectral mass data by UPLC-ESI-QToF/MS and MS
E



























Acremonidin G or 
isomer 
C31H24O12 587.1190 587.1193 0.5 
555.0922 [(M-H)-CH4O] (-0.9) 
511.1025 [(M-H)-C2H4O3] (-0.8) 
401.0660 [(M-H)-C8H10O5] (-0.2) 





Acremonidin C or 
isomer 
C33H26O13 629.1295 629.1293 -0.3 
597.1033 [(M-H)-CH4O] (0.0) 
493.0909 [(M-H)-C4H8O5] (-2.8) 





Acremonidin C or 
isomer 
C33H26O13 629.1295 629.1291 -0.6 
597.1028 [(M-H)-CH4O] (-0.8) 
461.0859 [(M-H)-C8H8O4] (-3.0) 




4 Acremonidin B C31H24 O11 571.1240 571.1254 2.5 
539.0989 [(M-H)-CH4O] (2.0) 
521.0869 [(M-H)-CH6O2] (-0.8) 
477.0973 [(M-H)-C2H6O4] (-0.2) 





Acremonidin G or 
isomer 
C31H24O12 587.1190 587.1206 2.7 
555.0937 [(M-H)-CH4O] (1.8) 
511.1028 [(M-H)-C2H4O3] (-0.2) 
419.0775 [(M-H)-C8H8O4] (1.9) 





Acremoxanthone F or 
Acremoxanthone G 
C31H22O11 569.1084 569.1093 1.6 
537.0825 [(M-H)-CH4O] (0.6) 
519.0723 [(M-H)-CH6O2] (1.3) 





Acremonidin C or 
isomer 
C33H26O13 629.1295 629.1297 0.3 
597.1034 [(M-H)-CH4O] (0.2) 




8 Acremoxanthone A C33H24O11 595.1240 595.1233 -1.2 
563.0960 [(M-H)-CH4O] (3.2) 
519.1072 [(M-H)-C2H4O3] (-1.5) 






475.0806 [(M-H)-C4H8O4] (-2.5) 
9 Acremoxanthone D C33H26O13 629.1295 629.1288 -1.1 
567.0909 [(M-H)-C2H6O2] (-3.2) 
445.0911 [(M-H)-C8H8O5] (-2.7) 





Acremoxanthone F or 
Acremoxanthone G 
C31H22O11 569.1084 569.1085 0.2 
537.0822 [(M-H)-CH4O] (0.0) 
519.0712 [(M-H)-CH6O2] (-0.8) 





Acremonidin C or 
isomer 
C33H26O13 629.1295 629.1298 0.5 
597.1038 [M-H-CH4O] (1.7) 
461.0868 [M-H-C8H8O4] (-1.1) 
401.0659 [M-H-C10H12O6] (-0.5) 




12 Acremonidin A C33H26O12 613.1346 613.1342 -0.7 
581.1093 [M-H-CH4O] (1.5) 
521.0862 [M-H-C3H8O3] (-2.1) 
503.0758 [M-H-C3H10O4] (-1.8) 
477.0963 [M-H-C4H8O5] (-2.3) 




13 Acremoxanthone B C33H24O12 611.1190 611.1199 1.5 
579.0938 [M-H-CH4O] (1.9) 
519.0718 [M-H-C3H8O3] (0.4) 
491.0771 [M-H-C4H8O4] (0.8) 







C16H14O7 317.0661 317.0651 3.2 
299.0544 [(M-H)- H2O] (-4.0) 
285.0389 [(M-H)-CH4O] (-3.5) 
241.0488 [(M-H)- C2H4O3] (-5.4) 
2.64 SE-137 
15 Moniliphenone C16H14O6 301.0712 301.0705 -2.3 
283.0594 [(M-H)- H2O] (-4.6) 
225.0539 [(M-H)- C2H4O3] (-5.8) 
269.0440 [(M-H)-CH4O] (-3.7) 
3.61 SE-137 
a
The most abundant fragment ion is in bold; 
b






















































Acremonium sp., strain LL-Cyan 416 (He et al. 2003); 
b
Acremonium sp. BCC 31806 (Isaka et 
al. 2009); 
c
unidentified fungus of the order Hypocreales (MSX 17022) (Ayers et al. 2012); 
d
Acremonium camptosporum (Meléndez-González et al. 2015); 
e
Against Gram-positive 




Figure 1. Neighbor-joining tree based on LSU rDNA D1/D2 sequence showing the 
relationships between strain ASPSP M137 and the close phylogenetically related strains. 




Figure 2. Base peak intensity (BPI) chromatogram in negative ion mode of extracts of 
mycelial mass (MME-137), culture broth (SE-137) of Acremonium camptosporum ASPSP 




Figure 3. Mycelial mass (MME-137) extracted ion chromatograms: a) m/z 629.1295 [M-H]
-
, 
b) m/z 569.1084 [M-H]
-








Role of bioactive metabolites from Acremonium camptosporum associated with the 
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 mass spectrum of MME-137 at Rt 4.30 min (Peak 1) 
 





 mass spectrum of MME-137 at Rt 4.55 min (Peak 2) 
 




 mass spectrum of MME-137 at Rt 4.73 min (Peak 3) 
 





 mass spectrum of MME-137 at Rt 5.01 min (Peak 4) 
 




 mass spectrum of MME-137 at Rt 5.17 min (Peak 5) 
 





 mass spectrum of MME-137 at Rt 5.25 min (Peak 6) 
 




 mass spectrum of MME-137 at Rt 5.62 min (Peak 7) 
 





 mass spectrum of MME-137 at Rt 5.67 min (Peak 8) 
 




 mass spectrum of MME-137 at Rt 5.75 min (Peak 9) 
 





 mass spectrum of MME-137 at Rt 5.79 min (Peak 10) 
 




 mass spectrum of MME-137 at Rt 5.98 min (Peak 11) 
 





 mass spectrum of MME-137 at Rt 6.40 min (Peak 12) 
 




 mass spectrum of MME-137 at Rt 6.65 min (Peak 13) 
 





 mass spectrum of SE-137 at Rt 2.64 min (Peak 14) 
 




 mass spectrum of SE-137 at Rt 3.61 min (Peak 15) 
 
See Fig. S16-l for chemical structure of the compound. 
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Figure S16. Chemical structures of compounds from the MME and SE extracts of the marine 



















Baccharis dracunculifolia D.C. essential oil and its major compounds 
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The aim of this study was to investigate the antibacterial activity of Baccharis dracunculifolia 
essential oil (EO) and its major compounds, trans-nerolidol and spathulenol, against 
Staphylococcus aureus and Streptococcus agalactiae isolated from bovine mastitis. In 
addition, to evaluate the effects of those samples on epithelial bovine mammary (MAC-T) and 
human keratinocyte (HaCat) cell viability. The major compounds of the EO were trans-
nerolidol (36.64%), limonene (11.49%) and spathulenol (10.28%). Bioguided fractionation of 
the EO revealed promising bioactive fractions, composed mainly by oxygenated 
sesquiterpenes, against bovine mastitis-associated S. aureus. Fractions with high contents of 
trans-nerolidol (91.47% — 96.14%) and spathulenol (78.63 — 84.89%) were obtained. 
Baccharis dracunculifolia EO and its fractions containing trans-nerolidol (Fr 92) and 
spathulenol (Fr R51) showed antibacterial activity against bovine mastitis isolates, and to 
multidrug resistant S. aureus. However, these samples showed high MIC90 for S. aureus (375 
µg mL
-1
) and for S. agalactiae (187.5 µg mL
-1
). B. dracunculifolia EO showed a bactericidal 
effect against S. agalactiae. At the MIC90, the EO and its fractions showed a significant 
decrease on MAC-T and HaCaT cell viability. In conclusion, B. dracunculifolia EO and its 
major compounds, trans-nerolidol and spathulenol, are not safe to be used to treat bovine 
mastitis at MICs of the pathogens evaluated. 
KEYWORDS: flash chromatography, spathulenol, Staphylococcus aureus, Streptococcus 
agalactiae, trans-nerolidol, mammary cells. 
 
Introduction 
Bovine mastitis is the costliest disease to the dairy industry worldwide. The 
economic impact of mastitis includes therapeutic costs, discarded milk, decreased milk 
production and poor quality [1, 2]. Mastitis is characterized as an inflammatory response 
mainly resulting of the udder's bacterial infection. Staphylococcus aureus and Streptococcus 
agalactiae are considered the main contagious microorganisms that cause mastitis [3]. 
Antimicrobial therapy is an important component of mastitis treatment in dairy 
cattle; however, there are continuous concerns over the levels of antimicrobials use, especially 
due to bacterial resistance [4, 5]. The majority of antimicrobials used for bovine mastitis 
treatment are administered by intramammary infusion [6]. The decreased therapeutic efficacy 
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of conventional antibiotics added to the raise of antibiotic-resistant bacteria, stimulates the 
search for new strategies to mastitis control [7]. Many plant essential oils (EOs) have been 
studied with mastitis treatment purpose [8–11]. 
Baccharis dracunculifolia, a native plant from Brazil known as ‘alecrim do 
campo’, has been recognized as the most important botanical source for the production of 
Brazilian green propolis [12, 13]. Previous studies have proposed the use of green propolis 
extracts as effective agents against S. aureus isolated from bovine mastitis [14, 15]. However, 
the effects of green propolis and B. dracunculifolia extracts on bacterial growth are attributed 
to phenolic compounds, mainly cinnamic acid derivatives such as artepillin C (3,5-diprenyl-4-
hydroxycinnamic acid) and flavonoids [14–16]. Essential oils from the aerial parts of B. 
dracunculifolia are composed mainly by sesquiterpenes, trans-nerolidol and spathulenol [17, 
18]. Diverse pharmacological activities have been attributed to the essential oil from B. 
dracunculifolia and its major compounds, including anti-inflammatory [19], antifungal [20] 
and antibacterial [21, 22] properties. Nevertheless, to the best of our knowledge the essential 
oil from B. dracunculifolia as well its major compounds, trans-nerolidol and spathulenol, 
have not been previously investigated as anti-infective agents for bovine mastitis treatment.  
In vitro viability assays are essential tools for drug development, allowing to 
evaluate the toxicity of compounds before suggesting its use for therapeutic purposes [23]. 
Studies on the use of natural products as agents for the treatment of bovine mastitis report 
effects on the viability of bovine epithelial mammary cells in order to avoid potential toxic 
effects in animals [8, 24, 25]. 
Based on the relevance of discovering new agents for the treatment of bovine 
mastitis, the objective of this study was to investigate the potential of B. dracunculifolia 
essential oil and its enriched fractions containing trans-nerolidol and spathulenol as antibiotic 
alternative against S. aureus and S. agalactiae isolated from bovine mastitis. In addition, 
epithelial bovine mammary (MAC-T) and human keratinocyte (HaCaT) cells were exposed to 
the EO and its fractions to evaluate their possible effects on cell viability. 
 
Material and Methods 
Microorganisms 
The antibacterial activity of the essential oil from B. dracunculifolia, and its 
fractions, was assessed against fourteen S. aureus and six S. agalactiae isolates from bovine 
mastitis, and against the reference strains, methicillin-sensitive S. aureus ATCC 29213 
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(MSSA), methicillin-resistant S. aureus ATCC 43300 (MRSA), vancomycin-resistant S. 
aureus Mu 50 (VRSA) and S. agalactiae ATCC 13813. 
Mastitis isolates belonging to different bovine herds located in Rio de Janeiro, 
Minas Gerais and São Paulo States from Brazil, were obtained from Culture Collection of 
Instituto de Zootecnia (IZ) (Nova Odessa, SP, Brazil) and Embrapa Gado de leite (Juiz de 
Fora, MG, Brazil). Matrix-Assisted Laser Desorption/Ionization Time-of-Flight Mass-
Spectrometry (MALDI-ToF MS) was performed to confirm the identity of the isolates [26]. 
 
Antimicrobial susceptibility profile 
Antimicrobial susceptibility profile was evaluated by the disc diffusion test on 
Mueller-Hinton agar (Acumedia, Lansing, MI, USA) for S. aureus and Mueller-Hinton agar 
with 5% sheep blood (Biomérieux, SP, Brazil) for S. agalactiae. The test was performed 
according to CLSI [27]. Antibiotic discs used were (Laborclin, PR, Brazil): ciprofloxacin 5 µg 
(CIP), gentamicin 10 µg (GEN), cefoxitin 30 µg (CFO), cephalothin 30 µg (CFL) (only for S. 
aureus), penicillin 10 UI (PEN), ampicillin 10 µg (AMP), tetracycline 30 µg (TET) (for both, 
S. aureus and S. agalactiae) and vancomycin 30 µg (VAN) (only for S. agalactiae). 
 
Plant Material 
Aerial parts (leaves and branches) of Baccharis dracunculifolia D.C. (Asteraceae) 
were collected early in the morning at the Metropolitan Region of Campinas (São Paulo State, 
Brazil), in summer of 2017 (January). Botanical identification was carried out by Dr. M. C. de 
Assis from Embrapa Environment, São Paulo State, Brazil, where a voucher specimen has 
been kept at the herbarium under the accession code SPSF 51830 (Assis 652). 
 
Essential oil extraction 
Freshly collected aerial parts of B. dracunculifolia (870 g) were extracted by 
hydrodistillation for 3 h using a Clevenger-type apparatus. The essential oil (3.2 g) was 
collected by decantation, weighed and stored in sealed glass flasks at -20°C until analysis. 
 
Thin-Layer Chromatography (TLC) 
The EO and its fractions were analyzed through TLC using silica gel 
ALUGRAM® Xtra SIL G UV 254 nm (0.2 mm thickness, Macherey Nagel) eluted with n-
hexane:ethyl acetate 90:10 (v/v), visualized under UV 254 nm, following vanillin sulphuric 
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acid solution application and drying at 110 °C for 5 min [28]. The sample was dissolved in 
ethyl acetate (20 µL mL
-1
) and 2 µL were applied on the silica plate. 
 
TLC-direct bioautography 
Bioautography assay was performed on a TLC plate previously developed without 
the vanillin-sulphuric acid staining. TLC plate was carefully dried for complete removal of 
the solvents and submerged (two to three seconds) in Brain Heart Infusion (BHI) broth 
(Acumedia, Lansing, MI, USA) seeded with an overnight culture of a bovine mastitis S. 
aureus resistant to penicillin, ampicillin and tetracycline. The plate was incubated into a petri 
dish with a moistened paper for 4 h at 37 °C, then sprayed with an aqueous solution of 20 mg 
mL
−1
 2,3,5-triphenyl-tetrazolium chloride (TTC) (Sigma-Aldrich, MO, USA) and re-
incubated for 18 h at 37 °C. Living microorganisms convert tetrazolium salt into formazan 
(red color) and pathogens inhibited by the presence of antibacterial agents appear as cream-
white spots [29]. 
 
Bioguided fractionation 
In order to facilitate the detection of bioactive fractions, B. dracunculifolia EO 
was previously assessed by TLC and TLC-direct bioautography. The fractionation of B. 
dracunculifolia EO (1.8 g) was carried on a Biotage Isolera
TM
 equipment (Uppsala, Sweden) 
using a SNAP KP-Sil cartridge (100 g, silica particles 50 µm) and a UV detection system at 
254 and 280 nm. The mobile phase flow rate was 50 mL min
-1
 using a gradient program with 
n-hexane (A) and ethyl acetate (B) as follows: 0 to 3 min, 0% (B); 3 to 12 min, 0 to 10% (B); 
12 to 18 min, 10 to 20% (B); 18 to 21 min, 20 to 35% (B). Fractions were collected in tubes 
(16 x 150 mm) at a maximum volume of 20 mL and were monitored by TLC. Fractions Fr 80 
(34.8 mg), Fr 86 (13.8 mg), Fr 92 (101.7 mg), Fr 100 (49.9 mg), Fr 110 (20.5 mg) and Fr 119 
(7.2 mg) showed on TLC plate similar spots (visualized under UV 254 nm and vanillin-
sulphuric acid staining) to those where the crude EO displayed antibacterial activity 
(visualized by TLC-direct bioautography). Therefore, these fractions were submitted to TLC-
direct bioautography to confirm their antibacterial activity. 
Four fractions collected (Fr 99-102, 139.4 mg) were submitted to GC and GC-MS 
analyses which confirmed the presence of spathulenol in these samples. Thus, they were 
combined and re-fractionated using a SNAP KP-Sil cartridge (50 g, silica particles 50 µm) 





using a gradient program with cyclohexane (A) and dichloromethane (B) as follows: 0 to 4 
min, 60% (B); 4 to 18 min, 60 to 100% (B); 18 to 29 min, 100% (B). The maximum fractions 
volume of 15 mL was collected in test tubes (16 × 150 mm). Fractions Fr R51 (12.1 mg) and 
Fr R52 (12.5 mg) were used in later analyses. 
 
GC-FID and GC-MS analyses of essential oils and fractions components 
GC-FID analyses were performed using a Shimadzu GC 2010 instrument 
equipped with an injector AOC 5000, a flame ionization detector (FID) and with a OV-5ms 
Bonded column (30 m x 0.25 mm; film thickness 0.25 µm) (Ohio Valley Specialty). Nitrogen 
was used as the carrier gas at a flow rate of 1 mL min
-1
. The oven temperature programming 
was 2 min at 50°C, subsequently 3°C min
-1
 up to 310°C, held for 20 min. Injector temperature 
was 220 °C and it was operated in a splitless mode. The injection volume was 1 μL. The 
relative proportions of the essential oil constituents were expressed as percentages obtained 
by peak area normalization. 
GC-MS analyses were performed with a Varian Saturn 2100T ion trap mass 
detector equipped with the same chromatographic column used in the GC-FID analyses. 
Helium was used as the carrier gas at a flow rate of 1 mL min
-1
. The oven temperature 
programming and injector condition were the same as described for GC-FID. The injection 
volume was 1 μL. Mass spectra data was acquired in scan mode at 70 eV and at m/z range 
from 41 to 450. Compounds were identified by comparing their retention indices (RI), 
calculated based on a homologous series of n-alkanes (C7-C40) (Sigma-Aldrich, PA, USA), 
and mass spectral fragmentation patterns with those reported in the literature [30] and in a 
mass spectral library database (NIST version 2.0d, 2005). Eicoisane (C20) (Sigma-Aldrich, 
PA, USA) was used as reference. 
 
Determination of MIC and MBC 
A broth microdilution method [31] was performed to determine the minimum 
inhibitory concentration (MIC) and minimum bactericidal concentration (MBC). Mueller-
Hinton (MH) broth (acid hydrolysate of casein (vitamin free), 17.5 g; beef extract, 3 g; 
soluble starch, 1.5 g; deionized water 1 L; adjusted to pH 7.0±0.1) and Brain Heart Infusion 
(BHI) broth (Acumedia, Lansing, MI, USA) was used for S. aureus and S. agalactiae tests, 
respectively. Tween 80 stock solution 0.03% (w/v), prepared with culture broth and 
membrane filtered (0.22 µm), was used to prepare the emulsions of EO and fractions (Fr 92 
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and Fr R51). Briefly, 100 µL of the emulsions were transferred to the first well of the 
microplates (96-wells), and two-fold serial dilutions were carried out in 50 µL of Tween 80 
stock solution 0.03% (w/v). Then, an overnight bacteria culture incubated at 35 °C (± 2 °C) 




 (0.5 McFarland scale), confirmed by spectrophotometric 
readings at 625 nm. Cell suspensions were diluted and 50 µL were added in each well at a 










The final concentrations of the emulsions tested were the following: a) EO, from 
93.7 to 750 µg mL
-1
 (S. aureus) and 46.9 to 375 µg mL
-1
 (S. agalactiae); b) Fr 92 (trans-
nerolidol) and Fr R51 (spathulenol), from 46.9 to 375 µg mL
-1
 (S. aureus) and 23.4 to 187.5 
µg mL
-1
 (S. agalactiae). The microplate was incubated 24 hours at 35 °C (± 2 °C). After that, 
an aliquot (5 µL) of each well was sub cultured on BHI agar and incubated 24 to 48 hours at 
35 °C (± 2 °C) to determine the MBC. An aqueous solution (50 µL) of TTC 3 mg mL
−1 
(Sigma-Aldrich, MO, USA) (for S. aureus) or MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
diphenyltetrazolium bromide) 1.5 mg mL
−1 
(Sigma-Aldrich, MO, USA) (for S. agalactiae) 
were added in each well and the microplate was re-incubated for 3 to 4 hours at 35 °C (± 2 
°C). MIC was defined as the lowest concentration of EO or fraction that inhibits visible 
growth, indicated by TTC or MTT staining (viable cells were stained) [32]. MBC was the 
lowest concentration of EO or fraction that was capable of kill the pathogens, demonstrated 
by the total absence of growth. The minimum concentration which inhibit (MIC90) or kill 
(MBC90) 90% of the isolates evaluated were also determined [33]. Tween 80 at 0.015% (w/v) 
and ampicillin (Sigma-Aldrich, MO, USA) (ranging from 2 to 16 µg mL
-1
 for S. aureus and 
from 0.125 to 1 µg mL
-1
 for S. agalactiae) prepared with culture broth were used as negative 
and positive controls, respectively. Tests were performed in triplicate. 
 
Cell viability assay 
The in vitro cell viability assay was performed using an epithelial mammary 
bovine (MAC-T) cell line, kindly provided by Dr. Maria Aparecida Scatamburlo Moreira 
(Department of Veterinary, Federal University of Viçosa, Brazil) and a human keratinocyte 
(HaCaT) cell line, provided by the Faculty of Pharmaceutical Sciences (University of 
Campinas, Brazil). The cell lines were routinely grown in Roswell Park Memorial Institute 
medium (RPMI-1640) (Gibco-BRL, Grand Island, NY, USA) supplemented with 10% fetal 
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bovine serum (Gibco-BRL, Grand Island, NY, USA) and antibiotics (100 U mL
-1
 penicillin 
and 10 μg mL
-1
 streptomycin) in a humidified incubator with 5% CO2 at 37°C. 
The cell lines were incubated in flat-bottom 96-well culture plates, and monitored 
with an inverted microscope until reached confluency (10
5
 cells). Emulsions of B. 
dracunculifolia EO and fractions (Fr 92 and Fr R52) were prepared with a stock solution 
Tween 80 0.03% (w/v) and then two-folded diluted in RPMI to achieve the final 
concentrations tested (46.9 to 375 µg mL
-1
). The cultured cells were exposed to these 
emulsions in an incubator at 37°C with 5% CO2 for 24 hours, then cell viability was assessed 
by the MTT reduction assay. The samples were rinsed with phosphate-buffered saline (PBS) 
solution and 100 μL of MTT solution (0.5 mg mL
-1
 of culture medium) was added to each 
sample and re-incubated. After 4 h of incubation at 37 °C, the medium was removed and the 
formed crystals solubilized in 100 μL of ethanol. The samples were shaken for 1 min on a 
plate shaker and the absorbance was measured at 570 nm in a microplate reader (ELx800, 
BioTek Instruments, Inc., Winooski, VT). The test was performed in triplicate. 
Cultured cells that were not exposed to the tested agents were used as negative 
control. Results were expressed as relative change in viability with respect to the negative 
control set as 100%. Two-fold dilutions of Tween 80 in culture medium without EO samples 
were also performed to check if this diluent were interfering on cells viability. Tween 80 
showed no effects on cells viability (MAC-T or HaCaT) at maximum final concentration used 
in the assay (0.003% w/v). 
 
Results and discussion 
Chemical characterization of the essential oil 
The essential oil (EO) from fresh leaves and branches of B. dracunculifolia were 
extracted through direct hydrodistillation yielding 0.37% (w/w) of crude oil. The 
chromatographic profile and the chemical composition of the essential oil distilled from B. 
dracunculifolia are shown in Figure S1 and Table 1, respectively, where 29 volatile 
components, accounting for 86.47% of the total composition were identified. The B. 
dracunculifolia EO was composed mainly by monoterpene hydrocarbons and oxygenated 
sesquiterpenes, which represented 20.46% and 55.46% of the total compounds identified, 
respectively. The major compounds identified in crude EO were the monoterpene 
hydrocarbon, limonene (11.49%), and the oxygenated sesquiterpenes, trans-nerolidol 
(36.64%) and spathulenol (10.28%) (Table 1). 
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Table 1: Chemical composition of B. dracunculifolia EO and its bioactive fractions, by GC-FID and GC-MS. 
     Peak area % 






EO  Fr 80 Fr 86 Fr 92 Fr 100 Fr 110 Fr 119 Fr R51 Fr R52 
1 9.842 937 932 α-pinene 2.30 — — — — — — — — 
2 11.576 978 974 β-pinene 4.46 — — — — — — — — 
3 12.197 993 988 myrcene 1.69 — — — — — — — — 
4 13.838 1029 1024 limonene 11.49 — — — — — — — — 
5 14.737 1049 1044 β-trans-ocimene 0.18 — — — — — — — — 
6 15.209 1059 1054 γ-terpinene 0.16 — — — — — — — — 
7 16.571 1088 1086 tepinolene 0.18 — — — — — — — — 
8 17.099 1100 1095 linalool 0.56 — — 0.28 — — — — — 
9 20.695 1177 1174 terpinen-4-ol 0.31 — — 0.99 — — — — — 
10 21.308 1190 1186 α-terpineol 0.52 — — — — 10.55 — — — 
11 30.345 1392 1389 β-elemene 0.35 — — — — — — — — 
12 31.511 1420 1417 trans-caryophyllene 1.29 — — — — — — — — 
13 32.325 1440 1439 aromadendrene 0.37 — — — — 0.19 — — — 
14 32.926 1455 1452 α-humulene 0.71 — — — — — — — — 
15 33.201 1461 1462 cabreuva oxide B 1.03 12.54 — — — — — — — 
16 33.889 1478 1479 cabreuva oxide D 0.84 9.32 — — — — — — — 
17 34.055 1482 1484 germacrene D 1.64 — — — — — — — — 
18 34.816 1501 1500 α-muurolene 2.78 — — — — — — — — 
19 35.377 1515 1513 γ-cadinene 0.35 — — — — — — — — 
20 35.736 1524 1522 δ-cadinene 1.68 — — — — — — — — 
21 36.151 1535 
 
MW= 202 1.28 — 17.76 — — — — — — 
22 37.284 1564 1561 trans-nerolidol 36.64 — 46.72 91.47 — — — — — 
23 37.435 1567 1567 palustrol 0.81 10.62 — — — — — — — 




Table 1 (continued) 
25 38.037 1583  MW= 202 tr — — — 9.12 — — — — 
26 38.104 1585  MW= 222 3.80 — — — — 29.87 — 4.94 6.56 
27 38.428 1593 1592 viridiflorol 1.48 — — — 4.36 — — — — 
28 38.614 1598  MW= 220 0.18 — 6.02 — — — — — — 
29 38.785 1602  MW= 220 1.63 — — — — — 25.18 — — 
30 39.077 1610 1607 β-oplopenone 0.22 6.58 — — — — — — — 
31 39.781 1629 1627 1-epi-cubenol 0.49 — 9.12 — — — — — — 
32 40.277 1642 1638 epi-α-cadinol 1.46 — — 1.68 1.40 — — 3.08 1.91 
33 40.438 1647 1644 α-muurolol 0.41 — — — — 7.74 — — — 
34 40.754 1655 1652 α-cadinol 1.80 — — — — 33.91 — — — 
35 41.921 1687  MW= 220 1.51 — — — — — 59.78 — — 
36 43.713 1737  MW= 218 0.46 11.78 — — — — —- — — 
Total compounds 
 identified (%) 
Per sample 86.47 39.06 55.84 94.41 82.52 52.39 n.a. 81.71 83.65 
Per chemical class          
Monoterpene hydrocarbons 20.46 — — — — — — — — 
Oxygenated monoterpenes 1.39 — — 1.26 — 10.55 — — — 
Sesquiterpene hydrocarbons 9.17 — — — — 0.19 — — — 
Oxygenated sesquiterpenes 55.46 39.06 55.84 93.15 82.52 41.65 — 81.71 83.65 
Rt (min): retention time; RI 
cal
: experimental retention index; RI
 Lit
: literature retention index [30]; Peak area %: percentage of the total area 
integrated for the chromatogram; MW: molecular weight of a non-identified compound; tr: compounds with relative percentage of total area 




Essential oils from species of Baccharis genus are composed predominantly by 
sesquiterpenes and monoterpenes [34, 35], limonene and spathulenol being the main 
constituents identified [19, 35]. Studies on chemical composition of B. dracunculifolia EO 
reported oxygenated sesquiterpenes as predominant constituents [17, 19]. The EO chemical 
composition may be variable depending on factors such as the weather, the season, 
geographical conditions and extraction techniques [34]. However, the major compounds 
identified here (limonene, trans-nerolidol and spathulenol) were previously reported as major 
metabolites in the EO from aerial parts of B. dracunculifolia [17, 18]. 
 
Bioguided fractionation of B. dracunculifolia EO 
In order to obtain bioactive fractions from B. dracunculifolia EO, a Flash 
chromatography was performed in which 140 samples were collected and monitored by TLC. 
Subsequently, based on prior TLC results with the crude essential oil and the fractions, a 
TLC-direct bioautography test was performed with fractions that possibly contained 
antibacterial compounds. The fractions Fr 80, Fr 86, Fr 92, Fr 100, Fr 110 and Fr 119 
evaluated on bioautography showed inhibition spots (Figure 1c), which confirmed the 
presence of compounds with antibacterial activity against S. aureus from bovine mastitis, 
resistant to penicillin, ampicillin and tetracycline. In general, oxygenated sesquiterpenes were 
the main compounds identified in these bioactive fractions (Table 1). Thus, compounds 
present in these fractions could be promising to the treatment of bovine mastitis caused by 
multidrug resistant S. aureus. 
B. dracunculifolia EO has been demonstrating diverse biological activities such as 
anti-inflammatory [19], insecticide [18], acaricidal [17], antileishmanial [36] and antibacterial 
effects [21, 22, 37]. Some studies proposed that these activities are related to their major 
compounds, especially trans-nerolidol [18, 36] and spathulenol [19]. Herein, the major 
sesquiterpenes compounds identified in the EO, trans-nerolidol (see Figure S2) and 
spathulenol (see Figure S3), were also identified as major compounds in some of the bioactive 
fractions (Table 1). Inhibitory activity of nerolidol [38, 39] and spathulenol [40, 41] tested 
individually was previously reported against S. aureus. Accordingly, these compounds, trans-
nerolidol and spathulenol, might be responsible to the antibacterial activity observed in whole 
EO and in these fractions. In contrast, minor compounds present in crude B. dracunculifolia 
EO were observed as the major constituents of the bioactive fractions Fr 110 and Fr 119 
(Table 1). Therefore, it is also possible that minor compounds present in the EO have a 
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significant contribution in the antibacterial activity, and not only the major compounds 
individually [11, 42]. 
 
Figure 1: Bioguided assays of selected bioactive fractions. (a) TLC colored with vanillin 
sulphuric acid solution (Vis), (b) TLC visualized at 254 nm and (c) TLC-direct 
bioautography. 
 
Nerolidol is approved by the U.S. Food and Drug Administration as a food 
flavoring agent and is widely used in marketed products, especially in cosmetics [43, 44]. 
Besides its well-known applications, diverse pharmacological and biological activities of 
nerolidol have been reported such as antimicrobial, anti-biofilm, anti-oxidant, anti-parasitic, 
skin-penetration enhancer, repellent, anti-nociceptive, anti-inflammatory and anti-cancer [44]. 
In respect to spathulenol, applications covered by patents includes compositions to be used as 
a sedative and/or an anesthetic [45] and in foodstuffs, pharmaceuticals and products to be 
scented, such as cosmetics [46]. In addition, studies have proposed its use as repellent [47], 
spasmolytic [48] and immunomodulatory agent [49]. Trans-nerolidol and spathulenol 
demonstrate a pharmaceutical potential and a high commercial value, thereby the isolation of 
these compounds from natural sources, such B. dracunculifolia EO, could be advantageous. 
Flash chromatography systems assist a rapid isolation of compounds from crude 
extracts and allows high yield of fractions rich in target compounds [50]. After B. 
dracunculifolia EO fractionation by Flash chromatography, fractions Fr 89 — Fr 92 (395.8 
mg) containing a high content (91.47% — 96.14% determined by GC-FID) of trans-nerolidol 
were obtained. Moreover, fractions Fr R51 — Fr R54 (48.5 mg) with a high content of 
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spathulenol (78.63 — 84.89% determined by GC-FID) were also obtained after a re-
fractionation of four initial fractions (Fr 99 — Fr 102). The EO (1.8 g) fractionation showed 
an yield of 20.52% (369.31 mg) of trans-nerolidol and 2.24% (40.32 mg) of spathulenol. 
These fractions with high content of trans-nerolidol and spathulenol are an important goal to 
evaluate whether biological activities of these compounds alone are more representative than 
in a complex mixture as the EO. 
 
Minimum inhibitory concentration (MIC) and Minimum bactericidal concentration (MBC) 
A broth microdilution test was performed to evaluate MIC and MBC of B. 
dracunculifolia EO and its fractions with high content of trans-nerolidol (Fr 92) and 
spathulenol (Fr R51) against several bovine mastitis-associated S. aureus and S. agalactiae. B. 
dracunculifolia EO inhibited these S. aureus and S. agalactiae mastitis isolates at MIC values 
ranging from 93.7 to 750 µg mL
-1
 and 93.7 to 187.5 µg mL
-1
, respectively (Table 2). 
Moreover, for both, trans-nerolidol (Fr 92) and spathulenol (Fr R51) fractions, MIC values 
ranged from 93.7 to 375 µg mL
-1
 for S. aureus isolates and 93.7 to 187.5 µg mL
-1 
for S. 




Table 2: Minimal Inhibitory Concentration (MIC) and Minimum Bactericidal Concentration (MBC) of essential oil from B. dracunculifolia and 
the fractions containing trans-nerolidol (Fr 92) and spathulenol (Fr R51) against bovine mastitis-associated and reference strains of S. aureus and 
S. agalactiae. 



























S. aureus         
6 mastitis isolates
a
  ≤93.7 — 750 375 — >750 
93.7 — 375 
(0.42 — 1.69) 
>375 (>1.69) 
93.7 — 375 
(0.42 — 1.70) 
187.5 — >375 
(0.85 — >1.70) 
≤2 (≤5.72) 
≤2 — >16 
(≤5.72 — >45.79) 
6 mastitis isolates
b
 ≤93.7 — 375 375 — >750 
93.7 — 375 
(0.42 — 1.69) 
≥375 (≥1.69) 
93.7 — 375 
(0.42 — 1.70) 
187.5 — 375 
(0.85 — 1.70) 
≤2 — 8 
(≤5.72 — 22.89) 
≤2 — >16 
(≤5.72 — >45.79) 
2 mastitis isolates
c
 187.5 >750 187.5 (0.84) >375 (>1.69) 187.5 (0.85) ≥375 (≥1.70) ≤2 (≤5.72) 
8 — >16 










375 >750 375 (1.69) >375 (>1.69) 187.5 (0.85) 187.5 (0.85) 16 (45.79) >16 (>45.79) 
Mu 50 (VRSA)
e
 375 >750 187.5 (0.84) >375 (>1.69) 375 (1.70) >375 (>1.70) 16 (45.79) >16 (>45.79) 
         
S. agalactiae         
5 mastitis isolates
a
 93.7 — 187.5 187.5 — 375 187.5 (0.84) ≥187.5 (≥0.84) 
93.7 — 187.5 
(0.42 — 0.85) 
≥187.5 (≥0.85) ≤0.125 (≤0.36) 
≤0.125 — 0.5  
(≤0.36 — 1.43) 
1 mastitis isolate
f
 93.7 187.5 93.7 (0.42) 187.5 (0.84) 187.5 (0.85) 187.5 (0.85) ≤0.125 (≤0.36) ≤0.125 (≤0.36) 
ATCC 13813
a
 187.5 187.5 187.5 (0.84) 187.5 (0.84) 187.5 (0.85) 187.5 (0.85) ≤0.125 (≤0.36) ≤0.125 (≤0.36) 
a
 sensitive to all antimicrobials tested; 
b
 resistant to ampicillin and penicillin; 
c 
resistant to ampicillin, penicillin and tetracycline; 
d
 resistant to cephalothin, ampicillin, 
penicillin, gentamicin and oxacillin; 
e 
resistant to all antimicrobials tested; 
f
 resistant to tetracycline; 
g
 Molar concentration is shown in parentheses and was calculated based 




Despite these slight differences in MIC ranges between the essential oil and its 
fractions (Fr 92 and Fr R51), all these samples showed the same MIC90 (concentration which 
inhibit 90% of the evaluated strains) for S. aureus (375 µg mL
-1
) and S. agalactiae (187.5 µg 
mL
-1
) (Table 3). 
 
Table 3: MIC90 and MBC90 of essential oil from B. dracunculifolia and its fractions 
containing trans-nerolidol (Fr 92) and spathulenol (Fr R51) against S. aureus and S. 
agalactiae. 






















B. dracunculifolia EO 375 >750 187.5 375 




























The concentration of given drug inhibiting 90% of the isolates evaluated; 
b 
The concentration of given drug that 
was bactericidal for 90% of isolates evaluated; 
c 
Molar concentration (mM) is shown in parentheses and was 
calculated based on the major compound present in the fraction; 
d 
Ampicillin molar concentration (µM) is shown 
in parentheses. 
 
The plant, B. dracunculifolia, is used in folk veterinary medicine by farmers in 
southeastern Brazil for increasing milk production and for the bovine mastitis treatment [51]. 
The essential oil from B. dracunculifolia is known to have antibacterial activity [21, 22]. The 
major compound of B. dracunculifolia EO, trans-nerolidol, can cause damage to the bacteria 
cell membrane, leading to the leakage of macromolecules and eventually cell lysis [38, 52]. 
Regarding the antibacterial activity of spathulenol, it was previously reported against S. 
aureus, Staphylococcus epidermidis, Proteus mirabilis and E. coli [40, 41], although, this 
compound demonstrated stronger activity against Gram-positive bacteria than for E. coli [41]. 
Overall, Gram-positive bacteria are more sensitive when exposed to B. dracunculifolia EO 
than Gram-negative bacteria [22]. This can be attributed to the fact that Gram-negative 
bacteria have a rigid outer membrane, rich in lipopolysaccharide (LPS), thereby limiting the 
diffusion of the EO compounds through it [52]. Accordingly, no inhibitory growth was 
observed for B. dracunculifolia EO and its fractions against Escherichia coli ATCC10799 
(MIC > 1.5 mg mL
-1
) (data not shown). 
The essential oil is a complex mixture of volatile substances present in varying 
concentration. Interestingly, isolated compounds and/or less complex fractions, occasionally, 
could demonstrate higher antibacterial activity than a mixture of molecules [37]. In other 
cases, crude EO seems to demonstrate antibacterial activity more potent than its major 
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isolated compound [11, 53]. In a study with brown propolis EO, Fernandes et al. [39] 
observed that the isolated compounds, trans-nerolidol and spathulenol, showed MIC values 
comparable to or lower to those of crude EO. In the present study, although the essential oil 
presented only 36.64 % of trans-nerolidol and 10.28 % of spathulenol in its composition, it 
showed a similar antibacterial activity as the fractions (Fr 92 and Fr R51) containing greater 
concentrations of these compounds (Table 1). The major compounds, trans-nerolidol and 
spathulenol, seems to play an important role in the B. dracunculifolia EO antibacterial 
activity. However, it was verified by TLC-direct bioautography (Figure 1) that apart from 
trans-nerolidol and spathulenol, there are other compounds of B. dracunculifolia EO, which 
could also modulate the EO antimicrobial action. The wide diversity of molecules, which EOs 
comprises, may interact to generate effects such as, synergism, additive effect or antagonism, 
which increase or reduce antimicrobial efficacy [54]. Therefore, the several molecules present 
in the B. dracunculifolia EO might be interacting with each other, resulting in MIC values 
comparable to those showed by its fractions containing almost pure compounds. 
The antibacterial activity of plant extracts could be classified as significant (MIC 
< 100 μg mL
−1
), moderate (100 < MIC ≤ 625 μg mL
−1
) or weak (MIC > 625 μg mL
−1
) [55]. 
For isolated compounds, a more stringent end-point is recommended in which MIC values 
below 10 µg mL
-1
 or between <1 to 10 μM (in case of Gram-positive bacteria inhibition) are 
considered significant [56, 57], and MIC > 100 µg mL
-1
 are considered low or negligible [55]. 
Thereby, based on these classification criteria and considering the MIC90 values, the B. 
dracunculifolia EO showed a moderate antibacterial property against S. aureus and S. 
agalactiae. However, the fractions with high content of trans-nerolidol (Fr 92) and 
spathulenol (Fr R51) showed higher MIC90 values than those recommended for isolated 
compounds and consequently, based in these classification criteria, they are considered not 
significant to be used as an antibacterial agent. 
Antibacterial drugs can be categorized as bacteriostatic (i.e., inhibit growth of 
microorganisms) and bactericidal (i.e., able to kill microorganisms) based on MBC/MIC ratio 
[58]. For bactericidal drugs, MBC values are usually the same as and not more than fourfold 
higher than the MIC values. In contrast, the MBC values of bacteriostatic drugs are many-fold 
higher than MIC values [58, 59]. B. dracunculifolia EO showed a MBC90 of 375 µg mL
-1
 
when tested against S. agalactiae strains (Table 3). The MBC90 of B. dracunculifolia EO was 
twofold higher than MIC90 (187.5 µg mL
-1
), therefore, according to the MBC/MIC ratio, the 
EO could be classified as a bactericidal agent against S. agalactiae. MBC90 values of B. 
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dracunculifolia EO (against S. aureus) and the fractions (Fr 92 and Fr R51) were higher than 
the maximum concentration evaluated (Table 3); therefore, it was not possible to point the 
nature of their antibacterial activity. 
A high occurrence of bovine mammary glands infected by multidrug resistant 
bacteria is a great concern to human and animals health [60]. Despite the high MIC and MBC 
values obtained, it worth to note that the EO and its fractions (Fr 92 and Fr R51) promoted 
growth inhibition of bovine mastitis pathogens resistant to conventional antimicrobials used 
in this disease treatment, and of reference strains, including the multidrug resistant (MDR) S. 
aureus ATCC 43300 (MRSA) and Mu 50 (VRSA). Moreover, the MIC results of MDR S. 
aureus were equal or lower than the MIC observed for some wild type S. aureus isolated from 
bovine mastitis that were sensitive to the conventional antibiotics evaluated (Table 2). The EO 
inhibited the MDR reference strains at 375 µg mL
-1
 and the fractions at a MIC range of 187.5 
to 375 µg mL
-1
 (Table 2). These results are in agreement with Parreira et al. [36] that 
described no inhibitory activity against MRSA (ATCC 43300) at 200 µg mL
-1
 of B. 
dracunculifolia EO containing 33.51 % trans-nerolidol and 16.24 % spathulenol. 
A great variation in virulence genotypes of mastitis isolates can occur not only 
among different farms, but also within the same herd [61]. Virulence factors (e.g. biofilms 
production or enterotoxins) can lead to the persistence of udder's infection and are strongly 
associated with the severity of bovine mastitis [62–64]. In the present study, mastitis 
pathogens were obtained from different dairy herds and from distinct regions of Brazil. 
Therefore, apart from resistance to antimicrobials usually used in veterinary medicine, there 
might be a considerable genetic heterogeneity regarding the virulence factors in the mastitis 
pathogens studied in here. Thus, the wide diversity of bovine mastitis isolates, S. aureus and 
S. agalactiae, studied herein was important to obtain MIC and MBC results covering not only 
pathogens susceptible to antibiotics but also MDR pathogens and those with high 
pathogenicity that are difficult to treat.  
 
MAC-T and HaCat viability assay 
The measurement of cell viability using MTT assay has been widely used to 
indicate the cytotoxicity of natural products [8, 23, 24]. In the present study, the MTT assay 
was performed using increasing concentrations (from 46.9 to 375 µg mL
-1
) of B. 
dracunculifolia EO and its fractions with high content of trans-nerolidol (Fr 92) and 
spathulenol (Fr R52) to evaluate their effect on the viability of bovine mammary epithelial 
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(MAC-T) and human keratinocyte (HaCaT) cell lines (Figure 2). The determination of the 
effects of these samples on the viability of MAC-T and HaCat cells is necessary to ensure 
safety to their use as antibacterial agents. The spathulenol fraction (Fr R52) (Table 1) used in 
this assay was previously evaluated against S. aureus ATCC 29213 and S. agalactiae ATCC 
13813 and it showed the same MIC as the fraction (Fr R51) (Table 2), confirming their 
antibacterial activity similarity (data not shown). 
Overall, MAC-T and HaCaT viability decreased more than 50% (relative to 
control) at highest concentrations (93.7 µg mL
-1 
up to 375 µg mL
-1
) of B. dracunculifolia EO 
and fractions evaluated. At the highest concentration (375 µg mL
-1
) evaluated (the same of 
MIC90 observed for S. aureus), MAC-T cells viability were 14.6%, 15.3% and 15.0% when 
exposed 24 hours with B. dracunculifolia EO, Fr 92 and Fr R52, respectively (Figure 2). EO 
and its fractions (Fr 92 and Fr R52) showed less effect on HaCaT cells viability at 375 µg mL
-
1
, even though, the percentage of viable cells was low (EO = 27.2%, Fr 92 = 25.4% and Fr 
R52 = 26.9%) (Figure 2). Low cell viability was also observed when MAC-T (EO = 15.9%, 
Fr 92 = 14.2% and Fr R52 = 15.1%) and HaCaT (EO = 24.3%, Fr 92 = 25.5% and Fr R52 = 
27.9%) were exposed to the concentration that corresponded to the MIC90 of S. agalactiae 
(187.5 µg mL
-1




Figure 2: Viability percentage (relative to untreated cells control) of (A) bovine mammary 
epithelial (MAC-T) and (B) human keratinocyte (HaCaT) cell lines after 24 hours of exposure 
with B. dracunculifolia EO and its fractions containing high content of trans-nerolidol (Fr 92) 
and spathulenol (Fr R52). Data were expressed as the means ±SD of three experiments. 
 
Clearly, there is a slight variation in the effects of B. dracunculifolia EO and its 
fractions among cells line. In general, MAC-T cells line was more sensitive than HaCaT cells. 
It was noticed that even at the lowest concentration evaluated (46.9 µg mL
-1
) the EO and 
trans-nerolidol fraction (Fr 92) maintained a low MAC-T cells viability of 38.79% and 





this cell line was exposed to 46.9 µg mL
-1
 of EO and Fr 92 (Figure 2). Therefore, these 
samples (EO and Fr 92) demonstrated lower inhibitory effects on HaCaT cells lines than on 
MAC-T cells. Differently, at the lowest concentration evaluated (46.9 µg mL
-1
) spathulenol 
fraction (Fr R52) showed high cell viability for both MAC-T (68.86%) and HaCaT (77.70%). 
In a study on non-tumor cells, particularly on peripheral blood mononuclear cells 
(PBMCs), trans-nerolidol showed a half-inhibitory concentration (IC50) > 25 µg mL
-1
 (0.11 
mM) [65]. On normal fibroblasts cells (Balb/c 3T3-A31), nerolidol (isomeric form 
unspecified) showed higher cytotoxicity (IC50 = 0.06 mM) than other terpenes (IC50 ranged 
from 0.13 to 4.02 mM) [66]. Likewise, in the present study, at the concentration of 46.9 µg 
mL
-1
 (0.21 mM), trans-nerolidol fraction (Fr 92) showed higher effects on MAC-T cell 
viability than spathulenol fraction (Fr R52) (Figure 2).  
Studies on spathulenol cytotoxicity showed weakly to moderate activity against 
several tumor cell lines (IC50 > 20 µg mL
-1
 (> 0.09 mM)) [67, 68]. Despite that, spathulenol 
proved to be quite cytotoxic to leukemia cells (L 1210) (IC50 = 0.01 mM) [69], human gastric 
adenocarcinoma (IC50 = 0.02 mM), and against human normal lung fibroblasts (IC50 = 0.03 
mM) [70]. Interestingly, spathulenol fraction (Fr R52) was less toxic to cell lines evaluated 
herein (MAC-T and HaCaT), requiring concentrations higher than 46.9 µg mL
-1 
(0.21 mM) to 
reach the half-inhibitory concentration (Figure 2). 
Different mechanisms may account for cytotoxic effects of essential oils or their 
constituents, some of them include the induction of cell death, cell cycle arrest and loss of key 
organelle function [71]. It has been demonstrated that nerolidol (a racemic mixture of cis and 
trans isomers) decreases human hepatocellular liver carcinoma cell line (HepG2) viability by 
interfering with mitochondrial functionality [72]. The lowest concentration of the trans-
nerolidol fraction evaluated (0.21 mM), which caused high inhibitory effects of MAC-T cells, 
is about 90 times greater than that (<2.4 µM) observed to cause these deleterious effects on 
HepG2 cells mitochondria. Considering that the MTT assay is used to determine the number 
of viable cells by measuring mitochondrial activity [23], the effects of trans-nerolidol fraction 
(Fr 92) on MAC-T cells might be due to a reduced mitochondrial functionality of these cells, 
therefore, the decreased MAC-T cell viability by the B. dracunculifolia EO can be mainly 
attributed to its major compound, trans-nerolidol. Moreover, since Fr 92 showed dose-
dependent inhibitory effects on HaCaT cells, this cytotoxic mechanism might depend to the 
cell line evaluated. 
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Recently, Mushtaq et al. [7] discussed in a review the necessity of studies on 
medicinal plants that act as antibacterial, anti-inflammatory or immunomodulatory agents as 
alternative therapeutic option for bovine mastitis. An advantage of the use of the EO as an 
antibacterial agent is the reduced possibility of future bacterial resistance since it presents a 
diversity of compounds, which may have different antibacterial mode of action [73, 74]. 
However, herein the minimum inhibitory concentration of the B. dracunculifolia EO and its 
major compounds fractions (trans-nerolidol and spathulenol) used against the bovine mastitis 
pathogens, S. aureus (MIC90= 375 µg mL
-1
) and S. agalactiae (MIC90= 187.5 µg mL
-1
), 
showed high inhibitory effects on MAC-T and HaCaT cell lines. Therefore, these samples are 
not recommended to be used to treat bovine mastitis infections at these concentrations. 
Conversely, reports indicated that B. dracunculifolia essential oil has anti-
inflammatory effects, and this activity is related to the presence of spathulenol [19], which 
was also reported as an immunomodulatory agent [49]. Since spathulenol (Fr R52) showed 
low cytotoxicity on both cell lines (MAC-T and HaCaT) at 46.9 μg mL
-1
, it could be a lead 
for the development of anti-inflammatory drugs as adjuvant in the bovine mastitis treatment. 
Trans-nerolidol fraction (Fr 92) demonstrated even more restrictive 
concentrations to be used in the mastitis treatment than spathulenol. Nerolidol is capable of 
disrupting the normal barrier function of the bacterial cell membrane, allowing the permeation 
of exogenous solutes such antibiotics into the bacterial cell and enhancing antibacterial 
activity [38, 52]. Thus, nerolidol combined with an antibacterial agent could be an option for 
the development of novel medications that may be more effective in controlling MDR 
bacteria [44]. Furthermore, the combination of chitosan hydrogel with nerolidol have 
excellent effects for wound healing, better than the effect of chitosan or nerolidol alone [75]. 
Therefore, trans-nerolidol has a high potential to be used in formulations for bovine mastitis 
treatment and/or prevention. However, since it showed reduced viability for MAC-T cells, 
high concentrations of this compound should be avoided. 
 
Conclusions 
The essential oil from B. dracunculifolia and its fractions with high content of 
trans-nerolidol and spathulenol, showed growth inhibition of bovine mastitis-associated 
pathogens resistant to antimicrobials used in the treatment of this disease. However, these 
samples also demonstrated deleterious effects on bovine mammary cell viability at MICs for 
S. aureus and S. agalactiae; therefore, they are not recommended to be used for bovine 
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mastitis treatment in these concentrations. Nevertheless, other pharmacological properties (e. 
g. anti-inflammatory and wounds healing) of trans-nerolidol and spathulenol could be 
investigated for bovine mastitis prevention and/or treatment purposes. Besides that, minor 
compounds present in the EO could be promising as antibacterial agents. Alternatively, the 
use of the EO and its compounds as fomites sanitizer of dairy products installations could be 
also investigated. 
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Figure S1. GC-FID (a) and GC-MS (b) chromatographic profile of the essential oil extracted 




Figure S2. GC-MS mass spectrum of trans-nerolidol compound identified from Baccharis 
dracunculifolia EO. 
 




















Em vista da grande biodiversidade existente com recursos naturais pouco 
explorados, a busca por moléculas antibacterianas promissoras para formulação de 
medicamentos para o tratamento de doenças infecciosas, como a mastite, tem grande 
importância para a obtenção de alternativas de tratamento.  
Os produtos naturais marinhos têm atraído muita atenção por fornecerem uma 
visão inovadora sobre o desenvolvimento de agentes antibacterianos. Assim, no Capítulo II 
foram apresentados estudos publicados no período de 2010-2015 sobre compostos 
antibacterianos produzidos por bactérias provindas do ambiente marinho. Muitos dos 
compostos revisados demonstraram grande potencial para combater bactérias resistentes a 
antibióticos. Em especial, as moléculas macrolactins A1 e B1, gageotetrins A−C, 
gageomacrolactins 1−3, anthracimycin e kocurin apresentaram atividade contra bactérias 
patogênicas que são frequentemente associadas à infecção da glândula mamária, tais como 
Staphylococcus aureus (GUIMARÃES et al., 2017), Staphylococcus coagulase negativa (S. 
epidermidis) (DOLDER et al., 2017), Streptococcus spp. (KACZOREK et al., 2017) e 
Escherichia coli (ROUSSEL et al., 2017). Deste modo, estes compostos são alternativas 
promissoras para o combate de patógenos resistentes aos antibióticos existentes e podem ser 
alvos em pesquisas futuras sobre o desenvolvimento de medicamentos para o tratamento de 
mastite bovina. 
Nos estudos revisados no Capítulo II, as bactérias foram isoladas de diferentes 
substratos marinhos, entre eles, água, sedimentos, esponjas marinhas, corais e algas. Os 
substratos foram coletados em diversos países, porém, a maioria das moléculas novas foi 
obtida da China (38%) e da Coréia do Sul (17%). Com inúmeras áreas de conservação e uma 
extensa área costeira, o Brasil apresenta uma enorme biodiversidade e grande oportunidade de 
encontrar espécies e estruturas químicas totalmente inovadoras (BERLINCK et al., 2004; 
SIBBR, 2018; VIANA et al., 2017). No entanto, entre as pesquisas revisadas, nenhuma tratou 
de moléculas produzidas por bactérias isoladas de substratos do bioma marinho brasileiro, 
evidenciando o fato de que poucos estudos sobre bioprospecção de metabólitos 
antibacterianos em amostras do ambiente marinho têm sido realizados no país e demonstrando 
a necessidade de investimento em pesquisas neste aspecto. Desta forma, visando à 
bioprospecção de metabólitos antibacterianos produzidos por microrganismos provenientes de 
substratos marinhos do bioma brasileiro, foram apresentados no Apêndice I os resultados da 
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avaliação da atividade antibacteriana de diversos extratos obtidos de microrganismos isolados 
de esponjas marinhas coletadas no Arquipélago São Pedro e São Paulo (ASPSP). 
No centro do oceano Atlântico, o ASPSP, localizado em território brasileiro é um 
dos menores e mais isolados arquipélagos do mundo e que apresenta uma diversidade pouco 
explorada (VIANA et al., 2017). Os extratos dos microrganismos associados às esponjas 
coletadas nestas ilhas oceânicas brasileiras foram avaliados contra a cepa Staphylococcus 
aureus resistente à meticilina (MRSA) ATCC 43300, com o intuito de selecionar um desses 
microrganismos que tivesse potencial para produzir metabólitos antibacterianos (Apêndice I). 
Por apresentar características macromorfológicas diferenciadas, crescimento rápido e alta 
atividade antibacteriana, o isolado ASPSP M137 foi selecionado para a realização dos 
experimentos apresentados no Capítulo III. Entretanto, cabe mencionar que outros 
microrganismos avaliados no Apêndice I, principalmente os isolados ASPSP 24, 55, 144-II e 
148, também se mostraram promissores para a produção e isolamento de compostos anti-
MRSA, e podem ser alvos em pesquisas futuras. 
Após a análise por espectrometria de massas (UPLC-ESI-MS/MS) do extrato do 
micélio (MME-137) do isolado ASPSP M137, identificado como Acremonium 
camptosporum, foi possível verificar a presença de várias moléculas conhecidas, as 
acremonidins e acremoxanthones (Capítulo III). Algumas dessas moléculas já haviam sido 
previamente isoladas de extratos de fungos do gênero Acremonium, como por exemplo, as 
acremonidins A—C e acremoxanthones A, B e D (HE et al., 2003; ISAKA et al., 2009; 
MELÉNDEZ-GONZÁLEZ et al., 2015). Outras moléculas, como por exemplo, a acremonidin 
G e as acremoxanthones F e G, foram encontradas pela primeira vez em extratos de 
Acremonium, sendo previamente descritas em extratos do fungo Verticillium sp. 
(INTARAUDOM et al., 2016).  
Diversas atividades biológicas de acremonidins e acremoxanthones já foram 
relatadas, entre elas, atividades antibacterianas, citotóxicas e antifúngicas (AYERS et al., 
2012; HE et al., 2003; ISAKA et al., 2009; MELÉNDEZ-GONZÁLEZ et al., 2015). Em 
geral, as acremonidins e acremoxanthones demonstram uma atividade antibacteriana seletiva 
contra bactérias Gram-positivas. Estudos prévios relataram a atividade de algumas das 
moléculas encontradas no extrato MME-137 contra cepas de S. aureus. As concentrações 
mínimas inibitórias (MIC) dos compostos ativos relatadas contra esse patógeno foram: 
acremonidin A (MIC = 8 µg mL
-1 
(13,01 µM)), acremonidin C (MIC = 3,13 µg mL
-1 
(4,96 
µM)) e acremoxanthone B (MIC = 6,25 µg mL
-1 
(10,20 µM)) (HE et al., 2003; ISAKA et al., 
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2009). Assim como apresentam atividade antibacteriana significante, as acremonidins e 
acremoxanthones também demonstram ser altamente citotóxicas para diferentes linhagens de 
células (AYERS et al., 2012; INTARAUDOM et al., 2016; ISAKA et al., 2009; 
MELÉNDEZ-GONZÁLEZ et al., 2015). Em testes de viabilidade celular com células não 
tumorais (linhagem Vero), as concentrações inibitórias médias (IC50) exibidas pelas 
acremonidins A e C e pela acremoxanthone B variaram de 5.98 a 23 µg mL
-1
 (9,73 a 36,47 
µM) (ISAKA et al., 2009). Essas concentrações são bem próximas das concentrações 
utilizadas para alcançar a atividade antibacteriana, o que faz com que esses compostos não 
sejam bons candidatos para o desenvolvimento de medicamentos antibacterianos. Além disso, 
as acremonidins e acremoxanthones apresentam ação anti-calmodulina (MATA et al., 2015). 
A calmodulina (CaM) é uma proteína que se liga ao cálcio com a importante função de 
regular inúmeros processos fisiológicos em células eucarióticas, como por exemplo, 
proliferação celular, apoptose e transporte de íons (BERCHTOLD; VILLALOBO, 2014). 
Portanto, os efeitos citotóxicos exibidos por acremonidins e acremoxanthones podem estar 
relacionados com suas propriedades anti-CaM (MATA et al., 2015). Devido a suas 
características citotóxicas e anti-CaM, os compostos presentes no extrato MME-137 não 
foram considerados seguros para o uso em formulações veterinárias destinadas para o 
tratamento de mastite, desta forma, os experimentos com este propósito foram 
descontinuados. 
Por outro lado, essa variedade de moléculas produzidas pelo fungo A. 
camptosporum pode proporcionar grande importância ecológica, uma vez que a esponja 
marinha A. fulva que abriga esse fungo em seus tecidos, pode se beneficiar das propriedades 
citotóxicas e antimicrobianas destes compostos, aumentando sua defesa contra predadores e 
bioincrustação, e na competição espacial com outros animais marinhos (GARSON, 2001; 
THAKUR; MULLER, 2004; WAHL, 2008). Da mesma forma, o fungo pode se beneficiar da 
simbiose com a esponja marinha através da aquisição de nutrientes fornecidos e utilizando os 
tecidos da esponja como abrigo contra predadores e os altos níveis de luminosidade 
(TAYLOR et al., 2007). 
Ainda visando encontrar alternativas para o tratamento de mastite bovina a partir 
de recursos naturais de biomas do Brasil, foram realizados os experimentos com o óleo 
essencial da planta nativa brasileira B. dracunculifolia, apresentados no Capítulo IV. O OE 
obtido da planta B. dracunculifolia bem como seus compostos majoritários, são conhecidos 
por apresentarem diversas atividades farmacológicas, entre elas, atividades anti-inflamatória, 
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antifúngica e antibacteriana (FLORÃO et al., 2012; NUNES BARBOSA et al., 2015; 
PEREIRA et al., 2011, 2016). Após o fracionamento do OE de B. dracunculifolia, todas as 
frações selecionadas para o teste de bioautografia apresentaram compostos com atividade 
contra S. aureus isolado de mastite resistente a múltiplos antibióticos, sendo que, em algumas 
destas frações ativas foram observados os compostos majoritários do OE, trans-nerolidol e 
spathulenol. Além disso, compostos minoritários do OE, não identificados, também foram 
encontrados nas frações ativas, de forma que apresentam um potencial para serem 
investigados como antibacterianos para o tratamento de mastite causada por S. aureus 
multirresistentes. 
No presente estudo, o OE de B. dracunculifolia, uma mistura complexa contendo 
diversas substâncias, mostrou uma atividade antibacteriana moderada contra S. aureus e S. 
agalactiae (KUETE, 2010). Já as frações contendo altas proporções dos compostos trans-
nerolidol e spathulenol apresentaram valores de MIC90 (concentração mínima necessária para 
a inibição de 90% dos isolados avaliados) para S. aureus e S. agalactiae mais altos do que os 
recomendados para compostos isolados (COS et al., 2006; KUETE, 2010; RÍOS; RECIO, 
2005), portanto, essas moléculas não são consideradas significantes para serem utilizadas 
como agentes antibacterianos isoladamente. 
Diversos estudos têm sido realizados para investigar os efeitos tóxicos de 
produtos naturais em células mamárias de bovinos (DE BARROS et al., 2017; FEDERMAN 
et al., 2016; WANG et al., 2016). No presente estudo, observou-se que nas concentrações 
mínimas inibitórias (MICs) dos patógenos S. aureus e S. agalactiae, o OE e as frações trans-
nerolidol (Fr 92) e spathulenol (Fr R52) causaram redução de mais de 50% da viabilidade das 
células MAC-T e HaCaT em relação as células sem tratamento (controle). Portanto, essas 
amostras não são seguras para serem utilizadas no tratamento de mastite nas concentrações 
em que apresentam atividade contra os patógenos avaliados. 
Estudos têm relacionado à atividade anti-inflamatória observada no óleo essencial 
de B. dracunculifolia com a presença de spathulenol (FLORÃO et al., 2012). A fração 
spathulenol (Fr R52) demonstrou baixa toxicidade (mais de 50 % das células viáveis) na 
menor concentração testada, de 46.9 μg mL
-1
, para ambas as linhagens de células avaliadas 
(MAC-T e HaCaT). Portanto, esse composto, em baixa concentração, pode ser considerado 
em estudos futuros para o desenvolvimento de medicamentos anti-inflamatórios para auxiliar 
no tratamento de mastite bovina. 
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Mesmo na menor concentração avaliada (46.9 µg mL
-1
) o OE e a fração trans-
nerolidol (Fr 92) apresentaram alta toxicidade para as células MAC-T. O composto nerolidol 
(mistura racêmica de cis e trans nerolidol) é capaz de interferir na funcionalidade 
mitocondrial de células cancerosas de fígado (HepG2) em concentrações menores que 2.4 
µM, ou seja, concentrações cerca de 90 vezes menores à menor concentração (0.21 mM) da 
fração trans-nerolidol (Fr 92) utilizada no presente estudo (FERREIRA et al., 2012). Portanto, 
o efeito da Fr 92 na viabilidade das células MAC-T pode ser devido à redução da atividade 
mitocondrial causada pelo composto trans-nerolidol. Adicionalmente, a baixa viabilidade das 
células MAC-T quando são expostas ao OE de B. dracunculifolia pode ser atribuída 
principalmente ao seu composto majoritário, trans-nerolidol. 
Nerolidol é capaz de alterar a membrana celular das bactérias, permitindo a 
permeação de antibióticos e, assim, pode auxiliar potencializando a ação do agente 
antibacteriano (BREHM-STECHER; JOHNSON, 2003; TOGASHI et al., 2010). Além disso, 
o uso tópico de uma combinação de hidrogel de quitosana com nerolidol (2% v/v) apresenta 
excelentes efeitos na cicatrização de feridas (FERREIRA et al., 2016). Portanto, apesar das 
concentrações mais restritivas para seu uso, o trans-nerolidol tem alto potencial para ser 
utilizado em formulações contendo outros princípios ativos antibacterianos para tratamento 
e/ou prevenção de mastite bovina. 
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Vários microrganismos isolados de esponjas marinhas coletas nas proximidades 
do Arquipélago São Pedro e São Paulo, produziram metabólitos com potencial para combater 
a linhagem de S. aureus multirresistente e que podem ser estudados em pesquisas futuras para 
o desenvolvimento de medicamentos para o tratamento de mastite bovina. 
O isolamento do fungo A. camptosporum a partir da esponja marinha A. fulva é 
relatado nesta tese pela primeira vez. De forma geral, os metabólitos antibacterianos 
produzidos por esse microrganismo foram moléculas conhecidas (acremonidins e 
acremoxanthones). No entanto, por apresentarem atividade anti-CaM e altos efeitos inibitórios 
de células não tumorais em concentrações muito próximas às que apresentam atividades 
antibacterianas, esses compostos não foram considerados bons candidatos para serem 
utilizados em formulações veterinárias destinadas para o tratamento de mastite bovina. Por 
outro lado, foi observado que esses compostos produzidos pelo fungo podem ter um papel 
fundamental tanto na defesa da esponja quanto do próprio fungo. 
Com o fracionamento do OE de B. dracunculifolia, foram obtidas frações ativas 
contra o patógeno S. aureus isolado de mastite resistente a múltiplos antibióticos. Além dos 
compostos majoritários presentes no óleo essencial, trans-nerolidol e spathulenol, os 
compostos minoritários também mostraram ser promissores para combater S. aureus 
multirresistentes. O OE de B. dracunculifolia bem como as frações com alto conteúdo de 
trans-nerolidol e spathulenol, inibiram o crescimento de diversos S. aureus e S. agalactiae 
isolados do leite de animais com mastite bovina. No entanto, nas concentrações mínimas 
inibitórias dos patógenos, essas amostras mostraram redução de mais de 50% da viabilidade 
das células MAC-T e HaCaT. Por este motivo, o OE de B. dracunculifolia, bem como os 
compostos e trans-nerolidol e spathulenol, não são recomendados para serem utilizados em 
formulações para o tratamento de mastite nessas concentrações. Entretanto, outras 
propriedades farmacológicas relatadas sobre os compostos trans-nerolidol e spathulenol (por 
exemplo, anti-inflamatórios e cicatrização de feridas) podem ser investigadas com a 
finalidade de prevenir e/ou auxiliar no tratamento da mastite bovina. Além disso, podem ser 
realizados também estudos avaliando o uso do OE e de seus compostos antibacterianos como 
sanitizantes de instalações de produtos lácteos. 
Assim, neste trabalho verificou-se que, apesar de microrganismos e plantas 
presentes na biodiversidade brasileira serem capazes de produzir produtos naturais com 
atividade antibacteriana, as propriedades tóxicas desses compostos nem sempre permitem sua 
aplicação como bactericida ou bacteriostático. Entretanto, esta característica não invalida o 
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potencial das outras atividades biológicas destes compostos, tornando-os candidatos para o 
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Avaliação da produção de metabólitos antibacterianos por microrganismos 




Materiais e métodos 
Amostras de microrganismos associados às esponjas marinhas 
Os microrganismos isolados das esponjas marinhas foram obtidos da Coleção de 
Microrganismos de Importância Agrícola e Ambiental (CMAA), da Embrapa Meio Ambiente. 
A coleta das esponjas foi realizada pela equipe da Embrapa Meio Ambiente em agosto de 
2013, junto à expedição número 385 do programa Pró-Arquipélago/CNPq/CECIRM/Marinha 
do Brasil. As esponjas marinhas foram coletadas nas redondezas do Arquipélago São Pedro e 
São Paulo, por mergulho autônomo, em profundidade de aproximadamente 20 metros. 
As esponjas marinhas foram coletadas separadamente em tubos Falcon de 50 mL 
com água do mar e conservadas em gelo até o isolamento microbiano. Posteriormente, os 
tecidos das esponjas foram lavados duas vezes em água do mar estéril e foram imersos em 
etanol a 70% para a higienização. O isolamento dos microrganismos foi realizado a partir de 
uma suspensão de tecido esponjoso em diferentes meios de cultivos sólidos preparados com 
água marinha artificial (SILVA, 2015). As amostras foram mantidas preservadas em solução 
aquosa de glicerol 20% e congeladas em freezer -80°C. 
 
Extração de metabólitos a partir de ágar cultivado com isolados marinhos 
Um total de 49 microrganismos isolados de diversas esponjas marinhas foram 
inoculados em placas (~ 9 cm diâmetro) contendo ágar GYS (agar, 15 g; glicose, 10 g; extrato 
de levedura, 2.5 g; sais marinhos 33.3 g (Red Sea Salt, Houston, TX, USA); 1 L água 
destilada; pH 7.0±0.1) e incubado em temperatura ambiente (23 a 25 °C) por 
aproximadamente 40 dias. Após o período de incubação, o ágar cultivado foi cortado em 
cubos, depositado em tubos Falcon (50 mL) e extraído 3 vezes por maceração com os 
solventes orgânicos, diclorometano (DCM) Absolv (Tedia, Fairfield, OH, U.S.A.) e na 
sequência, com metanol (MeOH) grau HPLC (Merck, Darmstadt, Alemanha). Os extratos 
foram separados do ágar por centrifugação a 1.800 g por 10 min, filtrados em algodão, e em 
seguida, o solvente foi evaporado em fluxo de nitrogênio. O processo de extração foi 
realizado também com ágar GYS sem inoculação, posteriormente utilizado como controle 
negativo do meio de cultivo. 
 
Avaliação da atividade antibacteriana 
Os extratos obtidos foram solubilizados nos respectivos solventes orgânicos 
utilizados na extração e impregnados (de 10 µL em 10 µL) em discos de papel de filtro (6 mm 
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de diâmetro). A quantidade (mg) de extrato aplicado nos discos está descrita na Tabela 1. A 
atividade antibacteriana foi avaliada pelo método de difusão de disco (BAUER; PERRY; 
KIRBY, 1959).  
Após a evaporação do solvente, os discos contendo os extratos impregnados 
foram aplicados em placas contendo ágar Mueller-Hinton (Acumedia, Lansing, MI, USA) 
previamente inoculadas, com auxílio de swab, com uma suspensão bacteriana da cepa 
Staphylococcus aureus subsp. aureus (ATCC® 43300™) em concentração aproximada de 1,5 
x 10
8 




(correspondente à 0,5 na 
escala de McFarland). As placas inoculadas foram incubadas em estufa a 35 °C (± 2 °C) por 
um período de 18 a 24 horas. Após esse período foi realizada a avaliação dos resultados 
verificando o perfil de inibição do patógeno (inibição total ou heteroresistência) e medindo-se 
os diâmetros (mm) dos halos de inibição, sendo, o diâmetro do disco incluso nesta medida. O 
ensaio foi realizado em duplicata. Discos de papel contendo o antibiótico ampicilina (10 µg), 
foram utilizados como controle positivo. Como controles negativos foram utilizados discos 
impregnados com os solventes de extração e os extratos dos meios de cultivo não inoculados. 
 
Resultados 
Com o intuito de obter resultados sobre a atividade antibacteriana dos metabólitos 
produzidos pelos microrganismos marinhos, foi realizada a extração sequencial, com os 
solventes DCM e MeOH, de pequena quantidade de ágar cultivado de cada um dos 49 
isolados marinhos. Os 98 extratos obtidos foram submetidos ao teste de difusão de disco 
contra o patógeno S. aureus ATCC 43300 (MRSA). Na tabela 1 estão os resultados de 22 
extratos brutos que apresentaram atividade antibacteriana. Entre esses, 15 foram obtidos com 
DCM e 7 com MeOH. 
Observando a quantidade de extrato aplicado no disco (mg) em relação ao 
tamanho dos halos de inibição (mm), verificou-se que os extratos DCM necessitam de 
menores quantidades de extrato para obter os mesmos halos de inibição que os extratos 
obtidos com MeOH. Os extratos DCM dos microrganismos ASPSP 24, ASPSP 55, ASPSP 
144-II e ASPSP 148 resultaram nas melhores inibições totais do patógeno S. aureus 
ATCC43300. Além da inibição total apresentada pelo seu extrato DCM, o isolado marinho 
ASPSP 144-II também apresentou atividade antibacteriana, porém com heteroresistência, no 
extrato MeOH. Portanto, podemos considerar esses microrganismos promissores para a 
produção e isolamento de compostos anti-MRSA. 
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Entre os extratos metanólicos, o extrato do isolado ASPSP M137 foi o que 
apresentou o maior halo de inibição total do patógeno, necessitando da menor quantidade de 
extrato para obter esse resultado (Tabela 1). Os discos utilizados como controle negativo para 
a presença de substâncias inibidoras apresentaram resultados negativos. 
 
Tabela 1. Atividade antibacteriana contra o patógeno Staphylococcus aureus subsp. aureus 

























0,34 7 7 HR
b
 0,05 
ASPSP 24 0,89 23 25 IT
c
 0,04 
ASPSP 44-B 2,70 17 18 IT 0,16 
ASPSP 54 2,80 11 n.a.
d
 IT 0,25 
ASPSP 55 1,45 23 23 IT 0,06 
ASPSP 58 2,89 8 neg.
e
 IT 0,36 
ASPSP 79 3,33 23 26 IT 0,14 
ASPSP 87-I-A 2,55 19 n.a. IT 0,13 
ASPSP 87-I-B 2,53 24 24 IT 0,11 
ASPSP 141 4,11 22 24 IT 0,19 
ASPSP 144- II 2,25 23 24 IT 0,10 
ASPSP 148 1,27 23 26 IT 0,06 
ASPSP 152-B 1,59 7 8 HR 0,23 
ASPSP 155 1,28 9 n.a. IT 0,14 
ASPSP 156 2,88 20 27 IT 0,14 
ASPSP 34 
MeOH 
2,65 7 8 HR 0,38 
ASPSP 68-II 2,65 8 9 IT 0,33 
ASPSP 77 3,21 8 9 IT 0,40 
ASPSP 87-II 2,64 7 8 HR 0,38 
ASPSP M137 2,64 13 13 IT 0,20 
ASPSP 144- II 2,64 15 17 HR 0,18 





- - 8 9 IT - 
a
 Resultados obtidos a partir de halos medidos na placa 1; 
b
 Heteroresistência do patógeno; 
c 




Patógeno resistente ao extrato. 
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